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OZET

Hepatoselliiler Karsinom Prognozunun Belirlenmesinde Epigenetik Faktorlerin

fleri Biyoinformatik Yontemlerle Analizi

Amag: Bu calismanin amact HCC’nin biyolojik davranisinda belirleyici oldugu
diisiiniilen molekiiler genetik mekanizmalarin transkriptomik ve epigenetik analizler
sonucu elde edilen veriler kullanilarak tespit edilmesidir.

Materyal ve Metot: HCC ile iliskili transkriptomik veriler NCBI GEO veri
tabanindan indirilmistir. GSE46444 ve GSE63898 erisim numarali veri setlerinde
bulunan gruplar arasi ekspresyon farkliliklart GEO2R ile analiz edilmistir.
Ekspresyonda farklilik gosteren genler GO ve KEGG metabolik yolak analizleri ile
zenginlestirilmistir. WGBS ve MeDIP-Seq veri setleri NCBI SRA veri tabanindan
indirilmistir. WGBS ve MeDIP-Seq verileri sirasiyla Bismark ve QSEA yazilimi ile
analiz edilmistir. Gruplar aras1 metilasyona ugrayan bolgeler ile islevsel zenginlestirme
analizi gergeklestirilmistir.

Bulgular: GSE46444 veri setinde sirozlu dokuyla karsilastirildiginda HCC’li
dokuda protein kodlayan 80 genin up- ve 315 genin down-regule oldugu goriilmiistiir.
GSE63898 veri setinde HCC’li grup ile karsilastirildiginda sirozlu grupta 1.261 genin
up- ve 458 genin down-regule oldugu goriildi. WGBS sonucunda saglikli dokuyla
karsilastirildiginda HCC’li dokuda hipermetile olan ilk 20 genomik lokasyonda protein-
kodlayan genlerin oldugu ve hipometile bdlgelerin cogunun da kodlayan genomik bolge
oldugu goriilmiistiir. Sirozlu dokuyla karsilastirildiginda HCC’li dokuda metile olan
lokasyonlar da saglikli dokudaki karsilastirmalar ile benzerdir. MeDIP-Seq ile HCC’li
ve HCC’siz dokular karsilastirilmistir. Hiper- ve hipometile olan bolgelerde protein-
kodlayan genler belirlenmistir. Bu bolgelerin islev zenginlestirme analizinde
peroksizom, fokal adhezyon, mTOR, RAP1, Fosfolipaz D, Ras ve PI3K/AKT sinyal
yolaginda rol oynadig1 belirlenmistir.

Sonug: Transkriptomik ve epigenetik analizlerle HCC’nin biyolojik davraniginda
etkili molekiiler diizeyde veriler elde edilmistir. Bunlarin ileride gelistirilecek
hedeflenmis tedavi i¢in potansiyel aday olabilecegi diigiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Biyoinformatik analiz, Epigenetik, Genetik, Hepatoseliiler

karsinom, Transkriptomik

vii



ABSTRACT

Analysis of Epigenetic Factors Determining the Hepatocellular Carcinoma
Prognosis with Advanced Bioinformatics Methods

Aim: The aim of the present study is to evaluate the molecular genetic
mechanisms that play a role in the biologic behavior of HCC by analyzing of the
transcriptomic and epigenetic signatures of the tumors.

Material and Method: Transcriptomic data were downloaded from the NCBI
GEO database. The expression differences between the GSE46444 and GSE63898 data
sets were analyzed using the GEO2R. The genes that have shown and expression
difference were further evaluated using GO and KEGG metabolic pathway analysis
websites. WGBS and MeDIP-Seq data sets were downloaded from the NCBI SRA
database. WGBS and MeDIP-Seq data were analyzed by using Bismark and QSEA,
respectively. The methylation differences between the groups were evaluated by using
the functional enrichment analysis.

Results: In the GSE46444 data set, 80 genes were upregulated, and 315 genes
were down-regulated in the HCC tissue when compared to the non-tumorous cirrhotic
tissue. In the GSE63898 data set, 1261 genes were upregulated, and 458 genes were
down-regulated in the cirrhotic tissue when compared to the HCC tissues. WGBS
showed that 20 protein coding loci were hypermethylated and majority of the
hypomethylated regions were non-protein coding/protein coding. The methylated
residues of the HCC, cirrhotic and healthy tissues were statistically comparable. The
MeDIP-Seq was comparatively performed on the HCC ad non-HCC tissues and
hypermethylated or hypomethylated areas were determined to be protein coding
regions. The functional enrichment analysis showed that these genes were related with
peroxisome, focal adhesion, mTOR, RAP1, Phospholipase D, Ras and PI3K/AKT
signal transduction pathways.

Conclusions: The results of the present study using the transcriptomic and
epigenetic methods identified various genes that were effective in the biologic behavior
of HCC. These can be potential candidates for developing targeted therapy.

Keywords: Bioinformatic analysis, Epigenetics, Genetics, Hepatocellular

carcinoma, Transcriptomics,
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1. GIRIS

Kanser hiicrelerinin en onemli Ozellikleri kendini yenileyebilme, kontrolsiiz
cogalma, immortalite ve ekstraseliiler matriks modifikasyonu sayesinde invazyon ve
metastaz yapabilme kabiliyetleridir (1). Kanser ve kanser benzeri hastaliklarin
gelisiminde genetik degisimler, epigenetik faktorler ve ¢evresel faktorler 6nemli rol
almaktadir. Ancak, kanser gelisiminin yani karsinogenezisin temelinde ¢evresel ve
genetik faktorlerin etkilesimi s6z konusudur ve bu etkilesimler son derece karmasik bir
olaydir (2). Bu yalnizca bireyin cevresel etkenlere maruziyeti ve genetik yatkinligi
boyutunda gegerli olmayip ayni zamanda tiimoér dokusunun kendi mikrogevresi ile
etkilesimi i¢in de gegerlidir.

Hiicrelerin kalitsal 6zellikleri proliferasyon, baskalasim ve benzeri islevsel ve
yapisal Ozelliklerini belirlemektedir. Ancak somatik hiicrelerin hepsi aymi genetik
Ozelliklere sahip iken farkli 6zellikte doku ve organ sistemlerine doniismelerinin
aciklamasi segici gen ifadesinin yani sira mikrogevre ile etkilesim sonucu gerceklesene
"epigenetik" degisimlerin bulundugu bir dizi olaylarin da bu siiregte rol aldigini
gostermektedir. Epigenetik en basit tanimla gen ve gen iriinlerinin etkilesimini konu
alan bilim dalidir. Daha farkli bir tanimla gen ekspresyonunun ekstra-kromozomal
[DNA (Deoxyribonucleic acid) dist genetik bilgi] kontrol mekanizmalar ile
diizenlenmesini konu alan bilim dali olarak ifade edilebilir (3). Epigenetik gen
diizenlenmesinin incelenmesi organizmanin g¢evresel etkenlerle nasil etkilestigini ve
buna nasil adapte oldugunu aciklamay1 hedefler. Kanser arastirmalari acisindan
diisiiliinecek olursa tiimdr dokusu igerisindeki hiicrelerin heterojen yapida olmasinin ve
timor ve mikrogevre etkilesiminin belirlenebilmesi ve hatta kanser kok hiicre
kavramimin agiklanabilmesi i¢in tiimor dokusu igerisindeki mutasyon analizleri tek
basina yeterli degildir (4, 5). Kanser mutasyon analizi yaninda gen ekspresyonunun
epigenetik diizenlenmesinin de incelenmesi bu siireglerin anlagilmasi i¢in gereklidir.
Ancak bu hedefe ulasilabilirse kanser gelisimini, progresyonunu ve metastazini tam
anlamiyla aciklanabilmis olur (6). Ozet olarak kanser, biriken genetik mutasyonlarin
yaninda epigenetik degisimlerin ve gevresel etkiler sonucunda gelisen kompleks bir
olaydir. Epigenetik degisim mekanizmalari; DNA metilasyonu, histon veya kromatinin
translasyon sonrast modifikasyonu ve kodlama yapmayan RNA (Ribonucleic

acid)’lardur.



Son yillarda molekiiler genetik tekniklerden elde edilen gelismeler sayesinde
daha karmasik genetik analizler yapilabilir bir hale gelmistir. Bu gelismeler sayesinde
timor baskilayici genlerde veya protoko-onkogenlerde olan mutasyonlarin tiimor
gelisimi ve progresyonunda oynadigi rol fazlaca arastirilmis ve yeteri kadar veri elde
edilmistir. Ancak epigenetik degisimlerle ilgili arastirmalar daha yavas ilerlemektedir
(7). Dolayist ile bu alanda yapilan klinik calismalara daha fazla ihtiyag vardir.

HCC (Hepatoselliiler karsinom) diinya ¢apinda en sik goriilen yedinci kanser
tiuriidir ve kanserlere bagli Oliimler arasinda tiglincli sirada yer almaktadir (8).
Genellikle kronik karaciger zemininde gelismektedir ve siroz gelisen olgularda HCC
gelismis neredeyse kaginilmazdir (9). HCC’nin demografik ve biyolojik 6zelliklerine
bakilacak olursa c¢esitli motiflerle karsilasilir. Bunlarda birincisi insidansinin farkli
cografi bolgelerde ve ¢esitli irklar arasinda gore farklilik gostermesidir (10). Tabii ki bu
durum viral hepatitlerin ve ¢esitli ¢evresel etkenlerin yiiksek riskli bolgelerde farkl
dagilimlar gostermesinden kaynaklanmaktadir (10-13). Ancak bu siire¢ dinamiktir ve
ayni toplumda zaman igerisinde HCC goriilme siklig1 ve tiimdr biyolojisi degisebilecegi
gibi yiiksek ve diisiik riskli bolgeler arasinda goclerde de gégmen toplumu igerisindeki
goriilme siklig1 gevresel etkenlerin degismesi nedeniyle farklililar gostermektedir (14,
15). ikinci en &nemli nokta HCC heterojen bir tiimor biyolojisine sahiptir ve tiimor
hiicreleri ile mikor¢evrenin etkilesimi tiimdriin davraig paternini ve dolayisiyla
hastaligin prognozunu belirlemektedir (16). Bu tiimorler heterojen bir molekiiler
temelden koken alan ve karmasik kalitsal ve epigenetik 6zelliklerin birlikte rol aldigi
agresif bir tiimorler olarak karsimiza g¢ikmaktadir (17). Bu motifler incelendiginde
HCC’de genetik mutasyonlarin yani sira gen ekspresyonunun epigenetik kontroliiniin de
onemli oldugu anlagilmaktadir. Bu nedenle HCC alaninda yapilacak galismalarin bu
alanda ilerletilmesi ve daha fazla veri elde edilmesi gerekmektedir.

Yukaridaki bilgiler 1s18inda hazirlanan bu tez ¢alismasinda asil olarak tiimorli
(HCC’li) ve tiimor igermeyen Sirotik karaciger dokularinda transkriptomik analiz
yapilarak cesitli epigenetik diizenleme mekanizmalarindaki degisimlerin arastirilmasi

hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Hepatoselliiler Karsinom (HCC)

En giincel epidemiyolojik ve klinik verilere gore, primer karaciger kanseri diinya
capinda en sik teshis edilen altinci kanser tiirii ve kanserlere bagli 6limlerin en yaygin
dordiincti nedenidir (18). Her yil 841.000 civarinda yeni primer karaciger kanseri
vakasinin teshis edildigi ve 782.000 kisinin primer karaciger kanseri sebebiyle hayatini
kaybettigi tahmin edilmektedir (18). Primer malign karaciger kanserleri HCC, CC
(kolanjiokarsinom), cHCC-CC (kombine hepatokolanjiokarsinom), anjiosarkom ve
noroendokrin kanser olarak siniflandirilabilir. HCC primer karaciger kanseri olgularinin
%90’ninm1  olusturmaktadir. HCC siklikla kronik karaciger hastaligi zemininde
gelismekte olup karaciger sirozu ve NAFLD (non-alcoholic fatty liver disease)
HCC’nin en 6nemli risk faktoriidiir (19). Etkin tarama ve tani stratejilerinin olmamasi
nedeniyle HCC olgularinin ¢ogu ileri evrede tan1 almakta olup tedavi imkanlar1 kisith
olmaktadir (20). Bu durum ise hastalarin prognozunu kotii yonde etkilemektedir (20,
21). HCC ile iliskili 6lim orani, malign tiimorlerle iligkili tim 6liim oranlarinin ikinci
en yiiksek oramidir ancak ileriye doniik projeksiyonlar 2020 yilindan sonra oliim
oranlarinda birinci siraya yerlesecegini gostermektedir. HCC, diinyadaki en yaygin
besinci malign tiimordiir (11, 22). Diinya capinda 6nemli bir saglik sorunu olan HCC
insidansi, ilerleyen yasla birlikte tlim popiilasyonlarda artis gdstermekte olup 70 yasina
gelindiginde zirveye ulasmaktadir ancak Afrika gibi endemik oldugu bolgelerde
goriilme sikliginin zirve yaptig1 yas besinci dekada kadar gerilemektedir (23, 24).
Hepatokarsinogenez adim adim gelismektedir. Viral enfeksiyonlar ya da
hepatosteatozun sebep oldugu kronik karaciger inflamasyonu sonucunda ilk asamada
karaciger hasari, fibroz ve siroz olusup son olarak ise rejeneratif siirecler nedeniyle
indiiklenen hepatosit proliferasyonu sonucunda birken DNA hasar1 sonucu displazi ve
karsinoma in situ sekansi geliserek HCC olusur (25).

HCC gelisimi igin siroz (fibrozis sonucu ortaya ¢ikan kronik karaciger hasari),
HBV (hepatit B viriisii) ve HCV (hepatit C viriisii), alkol kullanimi ve metabolik
sendrom gibi bir takim risk faktorleri oldugu bilinmektedir. Uzun siire tiitiin

mamiillerine maruziyet ve saklanma kosullarindan olay1 bazi gida iiriinlerinde ortaya



¢ikan kiif mantarlarinin salgiladigi Aflatoksin B1 gibi kanserojenlerin alimi da 6nemli
risk faktorleri arasinda yer almaktadirlar (26).

Aspergillus flavus ve Aspergillus parasiticus tiirii mantarlar tarafindan iretilen
mikotoksinlerden biri olan aflatoksin B1'in diyet yoluyla alimi Asya'da ve Afrika'nin
tropikal bolgelerinde olduk¢a yaygin goriilen bir durumdur. Uluslararasi kanser
aragtirmalari ajansi ( IARC: International agency for research on cancer) tarafindan grup
I karsinojen olarak tanimlanan Aflatoksin B1’in karsinojenik etkilerinin yaninda aym
zamanda toksijenik, mutajenik ve teratojenik etikili oldugu bilinmektedir. Aflatoksin
B1’e maruziyet genellikle kontamine tahillarla oral yolla alimi ile gergeklesir ve hepatik
sitokrom p450 (CYP450) tarafindan metabolize edilmektedir.

Tiitiin tiiketimi karaciger fibrozunun hizlanmasma katkida bulunarak HCC'nin
baslamasini gergeklestirir ve uzun siireli tiitiin kullanim1 HCC ile yakindan iligkilidir.
Sigara igimi hepatokarsinojenlerin (6rnegin, asetilaminofloren ve 4- aminobifenil)
viicuda girisine neden olmakta ve bu durum proinflamatuar sitokinlerin tretimini
arttirmaktadir. Bu durumda ise oksidatif stresi indiiklenerek lipid peroksidasyonunu
tetikler (15). Yaklasik olarak %80-90 bir¢ok HCC vakasi siroz sebebiyle gelismektedir
(27). Siroz zemininden gelisen HCC nedenleri arasinda oncelikli olarak alkol kullanimi
gelmekte iken NASH (non-alcoholic steatohepatitis), alfa-1 antitripsin eksikligi ve
hemokromatoz da etkili sebepler arasinda yer alir. HBV, HCV veya siroz zemininde
gelismeyen HCC’lerde diger etiyolojik ajanlar arasinda AAV2 (Adeno-associated virus
type 2) genomunun tamami veya bir kisminin insan genomunda CCNA2, CCNEI,
KMT2B ve TERT gibi protoonkogenik genlerin c¢esitli ekzonlarina entegrasyonu
sonucu bu genlerin promotor bolgesinin aktivitesinde artig saptanmistir ve bu da HCC
riskini arttirmaktadir (26, 28).

HCC’nin gelisimi ile iligkili olarak bilinen iki ana viriis vardir. Bunlar HBV ve
HCV viriisleridir. HBV, hem dogrudan hem de dolayli mekanizmalar yoluyla HCC
gelisimine katkida bulunur (29). Son verilere gére, HBV diinya ¢apindaki tim HCC
vakalarinin yarisindan fazlasindan sorumludur ve bu da HBV’yi tiitiinden sonra en
yaygin ikinci kanserojen yapmaktadir (30, 31). HBV'ye atfedilebilen HCC orani, HBV
enfeksiyonunun cografi dagilimmi yansitir ve ABD'deki tim HCC vakalarinin
%?20'sinden azin1 ve Cin ve Uzak Dogu'daki olgularin yaklagik %65'inden sorumlu
olacak sekilde 6nemli 6l¢ilide degisir. Avrupa, diisiik riskli ve yliksek riskli olarak ikiye
ayrilmistir (32). Kronik HBV tasiyicilari, enfekte olmayan popiilasyonlardan 10-25 kat
daha yiiksek yasam boyu HCC gelistirme riskine sahiptir (33). Alkol, NASH ve
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HCV'nin neden oldugu HCC vakalariyla karsilastirildiginda, HBV ile iliskili HCC
hastalar ilk bagvuruda daha genctir. HBV ile iligkili HCC hastalarinin yaklasik ticte
birinde siroz goriilmezken, diger risk faktorlerinin neden oldugu HCC vakalarinin
yaklasik %80'inde kanser siroz zemininden gelisir (29). Uzun siireli HBV maruziyeti ve
erkek cinsiyet, uzun stiredir artmis HCC riski ile iligskilendirilmistir (34). Alkol tiikketimi
HCC {izerinde oldukga etkili bir mekanizmaya sahiptir ve HBV'nin karsinojenik riskini
iki kattan fazla artirmaktadir. Tiitlin kullanimi ayrica HBV ile iliskili sirozu olan
hastalarda artan HCC riski ile baglantilidir ve bu, sigara icme ve kanser riski arasinda
bir baglant1 oldugunu gostermektedir. Asya ve Afrika'nin bazi subtropikal bolgelerinde,
HBV enfeksiyonu ile birlikte aflatoksin B1 maruziyeti, olaganiistii yiiksek bir HCC
sikligina neden olur (30, 35, 36). Ek olarak, HBV replikasyonu, HBV genotipi ve HBV
genomik mutasyonlarinin tiimii, HCC gelisme riskini artirir. Klinik ortamda, ytiksek
serum HBV DNA seviyeleri, karaciger hasarinin ilerlemesi, siroza gelisimi ve HCC
gelisimi ile iliskili oldugu raporlanmaktadir (37, 38). HBV enfeksiyonu, karacigerde
onemli morbidite ve mortaliteye neden olan kiiresel bir halk sagligi sorunudur. HBV,
cinsel temas, ignelerin, siringalarin veya enjeksiyon i¢in kullanilan diger herhangi bir
ekipmanin paylasilmasi yoluyla veya dogum sirasinda bir anneden bebegine vertikal
yolla yayilabilir. Enfeksiyon ve kronik HBV tasiyiciligr asilama ile etkili bir sekilde
onlenebilir. Kronik olarak enfekte hastalarda hastaligin progresyonu ic¢in ana risk
faktorti, yiiksek serum HBV DNA seviyeleridir; ancak diger klinik ve viral parametreler
de hastaligin seyrini etkiler. Karaciger biyokimyasi, virolojik belirtegler ve abdominal
ultrasonografiye ek olarak, karaciger fibrozunun non-invaziv bir degerlendirmesi temel
bir degerlendirme yontemi olarak ortaya ¢ikmaktadir (39). Bir HBV enfeksiyonuna ne
kadar erken maruz kalinirsa, kroniklesme olasilig1 o kadar yiiksektir (40). Kronik HBV
enfeksiyonunun dogal seyri ve hastalik seyri, viriis ile konak¢inin bagisiklik tepkileri
arasinda dinamik bir etkilesimi icerir ve bu nedenle biiylik Olgiide degisebilir.
Raporlanan arastirmalara gore degismekle birlikte, HBV'li birgok hasta siroz, siroz
komplikasyonlar1 ve HCC gelistirirken, digerleri antiviral tedavi gerektirmeyen Omiir
boyu sakin hastalik aktivitesine sahiptir (39). Epidemiyolojik calismalar, basta HBV
gibi hepatotropik viriisler olmak {iizere bir¢ok risk faktoriiniin HCC gelisiminde etkisi
oldugunu gostermistir. HBV enfeksiyonunun arka planindan HCC gelisimi igin ii¢ temel
mekanizma One siiriilmistiir. Birincisi, HBV enfeksiyon siirecinde kronik inflamasyon
ve hepatosit rejenerasyonunun gelismesi, ikincisi, HBV DNA'nin konak¢i genoma

entegrasyonu sonucu proliferasyondan sorumlu konakg¢i genlerin aktivasyonu ve

5



ticiinciisti ise; HBV iligkili proteinler (HBx protein vb.) hiicre proliferasyonunu
destekler (41). Bu 6nemli sonuglar, HBV ile iligskili HCC'nin sadece klinik bir hastalik
olarak degil, aynm1 zamanda genetik temelli bir hastalik olarak da diisliniilebilecegini
gostermektedir.

HCV, hepatotropik RNA virtisleri, sadece karacigeri enfekte eden kan yoluyla
bulasan bir patojendir. HCV ile enfekte olan ¢ogu insan, enfeksiyonu dogal olarak
temizleyemez ve bu da dmiir boyu siiren kronik bir enfeksiyonla sonuglanir. HCV'nin
neden oldugu uzun siireli karaciger iltihabi, fibroz, siroz ve HCC gibi ileri karaciger
hastaliklarinin baslamasina yol agar. Su anda yaklasitk 71 milyon insan HCV ile
enfektedir, ancak enfekte olanlarin sadece %20-30"u karaciger sirozu gelistirir ve sirozlu
hastalarin %1-4'tinde her yil HCC gelistirir (42, 43). Cogu durumda, HCC siroz
zemininde gelisir (44). HCV enfeksiyonunun, HCC gelisen hastalarda siroz olmadan
dogrudan HCC'yi indiikleyebilecegi bildirilmistir (45). Kronik HCV enfeksiyonu, Bati
iilkelerinde HCC'min 6nde gelen nedenidir ve Amerika Birlesik Devletleri'ndeki HCC
vakalarinin yaklasik %34'ni olusturur (45). HCV ile enfekte hastalarda HCC riski 15
ila 20 kat artar (46, 47). HCV'ye atfedilen HCC'den Gliimler son on yilda yiizde 21.1
artmis, bu sirada HCV ve alkol disindaki nedenlere bagli HCC'den 6limlerin sabit
kaldig1 bildirilmistir (46). HCV ile iliskili HCC insidans1 hem cografi konuma hem de
etnik kokene gore degisir. HCV, ABD, Avrupa, Japonya ve Giliney Amerika'da HCC'nin
onde gelen etiyolojisidir, oysa Asya ve Afrika'nin ¢ogunda HCC'nin birincil nedeni
HBV'dir (48). Eszamanli karaciger hastaligi, viral genotip, yasam tarzi faktorleri,
obezite ve diabetes mellitus, kronik HCV enfeksiyonunda HCC gelisimi igin en kritik
risk faktorleridir (49).

HCV enfeksiyonu, biiyliyen bir kiiresel saglik sorunudur. HCV bircok iilkede
endemiktir, toplum ve saglik sistemleri tizerinde daha Onemli bir yiik haline
gelmektedir. Siroz ve HCC gibi uzun vadeli sekeller giderek yayginlagmaktadir (50).
Cogu durumda, kronik HCV enfeksiyonu yavas ilerler ve enfeksiyondan sonraki ilk 10-
15 yilda (fibrozisin ilerlemesi i¢in kofaktdrlere sahip bireylerde bile) sinirli ileri
karaciger hastaligi meydana gelir. Bu nedenle, morbidite ve mortaliteyi belirleyen temel
faktorler, hastanin yasi ve kronik HCV enfeksiyonu gecirme siiresinin uzunlugunu igerir
(51). Kronik HCV enfeksiyonu, immiin toleransin bozulmasina neden olarak
karacigerde uzun siireli bir inflamatuar yanita neden olur. Cok ¢esitli viral olmayan
ajanlar hiicresel strese ve karaciger hasarina neden olarak steril kronik enflamasyona

neden olur. Hasara neden olan ajanlar veya stres faktorleri, hasarin erken evrelerinde
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ortadan kaldirilirsa, karacigerdeki fonksiyonel ve morfojenik degisiklikler geri
dontigiimliidiir. Kronik hasarin devam etmesi, karaciger fizyolojik adaptasyondan
patolojik adaptasyona gecerken geri doniisii olmayan zararlara neden olabilir. Karaciger
sirozu, yaralanmadan ka¢cmak i¢in karaciger parankiminde yapisal ve fonksiyonel
degisikliklere neden olan hiicresel strese patolojik bir adaptasyondur. Viris
enfeksiyonuna hiicresel adaptasyon, stresin dogasina ve siddetine bagl olarak geri
dontisiimlii veya geri doniisiimsiizdiir (42).

Kanser arastirmalar1 timdr dokusunun heterojen oldugunu gostermistir. Bunun
nedeni farkli kanser hiicrelerinin klonal ekspansiyonla ¢ogalarak zaman i¢inde genetik
ve epigenetik degisikler gegirdigini gostermektedir (52). HCC fizyopatolojisinde etkili
molekiiler mekanizmalar olduk¢a karmasiktir. Ancak molekiiler biyolojik tekniklerde
elde edilen gelismeler sayesinde HCC gelisimi ve progresyonu ile iliskili molekiiler
yollar aydinlatilmaya baslanmistir. HCC olgularinin %80’inden fazlasinda telomeraz
aktivasyonu, viral genomun konak¢i DNA’ya entegrasyonu, kromozom translokasyonu,
ve ¢esitli protoonkogenlerde goriilen amplifikasyonlar gozlenmektedir (53). HCC
olgularinin %30-50’inde CTNNBI1 sinyal yolaginda gorillen mutasyon sonucu gen
ekspresyonunun arttig1 goriilmiistiir (54). Bahsedilen artmis ekspresyonun sonucunda
WNT/B-catenin yolaginin aktive oldugu tespit edilmistir (54). Bunun yaninda WNT/$-
catenin yolunun baskilayici genleri olan APC ve AXIN-1’de baskilayici mutasyonlarin
varhigr bildirilmistir (54). Ayrica hiicre dongiisinden sorumlu TP53 (p53), RB1,
CCNA2, CCNEL1, PTEN, ARID1A, ARID2, RPS6KA3 veya NFE2L2 gibi genlerin
ekspresyonunda da cesitli degisikler saptanmistir. Epigenetik kontrol mekanizmalari,
oksidatif stres ile iligkili genler ile AKT-mTOR ve MAPK yolag: ile ilgili gen
mutasyonlarmin varligt da HCC patofizyolojisinde etkin olarak saptanmistir (55).
Kromozomal degisikler genellikle CCNDI1, FGF19, VEGFA, Myc ve MET gibi
protonkogenlerin oldugu kromozomlarinda fokal amplifikasyonlar gézlendigi ve gen
ekspresyonunun artmasiyla sonuglandigi da bildirilmistir (56).

Biitiin bunlarin yaninda ailevi goriilen HCC olgularindan sorumlu ¢esitli gen
mutasyonlart da bildirilmistir. Bunlarin basinda hemokromatozis geni (HFE), a-1-
antitripsin eksikligi geni (SERPINA-1), glikojen depo hastaligi genleri (G6PC,
SLC37A4), porfiria geni (HMBS, UROD), tirozinemi geni (FAH), Wilson hastaligi
geni (ATP7B) bulunmaktadir. HLA gen lokuslarinda (HLA-DP, HLA-DQ, HLA-DR,
MICA) goriilen SNP'lerin  (tek niikelotid polimorfizmleri; single nucleotide

polymorphism) HCC'ye yatkinhigt arttirdigi bildirilmistir ve bu polimorfizimlerin de
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ailevi gegis gostermektedir (57-62). HCC’ye olan yatkinligi arttiran diger SNP’ler
arasinda UGT1A ve MnSOD, IL-1B polimorfizmleri gelmektedir (63). Ozellikle Asya
popiilasyonunda HCC yatkinligin1 arttiran 6nemli SNP’lerden biri RS17401966°dir,
kromozom 1p36.22°de bulunmaktadir ve bu lokuta ¢ok dnemli bir tiimdr baskilayici gen
olan KIF1B (Kinesin family member 1B) bulunmaktadir (64).

Genetik  fizyopatolojik mekanizmalar  bireysel genetik degisikler ile
aciklanamayacak kadar karmasiktir. Genellikle birden cok risk faktoriinlin birlikte
goriilmesi ile HCC gelisimi gerceklesmektedir. Ornek olarak; PNPLA3 geninde var
olan RS738409 SNP hem NASH’e egilimi arttirmaktadir hem de HCC igin risk faktorii
olusturmaktadir (65). Ayni sekilde PNPLA3, TM6SF2 ve HSDI7BI13 gelerindeki
SNP’ler kronik alkolizm ve NASH zemininde gelisen HCC i¢in risk faktorii
olusturmaktadir (66, 67). Ayni1 sekilde GSTT1 geninde goriilen polimorfizmler de HBV
ile enfekte olan hastalarda Aflatoksin B1 maruziyetinde toksisiteyi ve uzun dénemde
HCC riskini arttirmaktadir (68). Biitiin bu 06rnekler c¢evresel genetik etkenlerin
etkilesimini net olarak ortaya koymaktadir.

HCC biyolojik davranig olarak birbirinden farkli ve karmagik hiicre gruplarinin
¢ogalmasi sonucu olusan heterojen yapida bir tiimoérdiir. Bu durumun bir¢ok sebebi
olmakla birlikte kanser kok hiicreleri temel nedenidir. Kanser kok hiicreleri 6zellikle
agresif timdr biyolojisi ve tedaviye direnci belirleyen kendi kendine yenileme ve tiimor
hiicrelerinin rejenerasyonundan sorumlu metabolik olarak stabil ve hipoksi, oksidatif
stres gibi durumlara ileri derecede direncli hiicre gruplaridir. Bu hiicreler genellikle
santral ven etrafinda bulunan LGRS (Leucine-rich repeat-containing G-protein coupled
receptor 5) pozitif hepatositlerden ve disse araliginda bulunan EpCAM-1 (Epithelial cell
adhesion molecule-1) pozitif duktal hiicrelerden kdken almaktadir (69, 70).

Genellike kronik hasar ve inflamasyon sonucu hepatik progenitor hiicrelerin
devreye girmesi ile rejeneratif nodiillerde proliferasyon uyarilir ve biriken DNA hasari
ve epigenetik degisikliklerle displazi-karsinom degisimi gozlenir (71). Bu asamada
timor icindeki hiicre alt topluluklar1 farkli genetik ve epigenetik mekanizmalarla
birbirinden farklilasir ve ayr1 6zellikler gostermeye baslar. Her bir hiicre grubu kendine
0zgii kanser kok hiicrelerinden koken almaktadir (72, 73). Bu sozili edilen siiregler
biyolojik olarak stireklilik arzetmekte ve karacigerin bir¢ok farkli boliimiinde ve hatta

ayn1 anda ¢esitli oranlarda meydana gelebilmektedir (69, 70).



2.2. HCC ve Genomik Iliskisi

Genetik degisikliklerin HCC’nin ortaya ¢ikist ve gelisimindeki etkisi karmagsik
mekanizmalar ile diizenlenmektedir. Bunun yaninda genetik faktorlerin higbiri tek
basina HCC fizyopatolojisinde rol almadigi ve dolayisiyla HCC’nin gelismesi ve
tiimoriin biyolojik davranisinda epigenetik ve genetik degisimlerin kiimiilatif etkisinin
daha fazla rol aldig1 anlagilmaktadir. Bir bagka ifadeyle; ¢evresel, epigenetik ve genetik
faktorler arasindaki etkilesimlerin HCC olusumunda etkili mekanizmalarin ¢alismasina
katkida bulunduklar1 diisiiniilmektedir. HCC gibi bir¢ok kanserojen ve kronik hastalikta
genetik faktorlerin roliinii belirleyebilmek amaciyla 2000 yilinda temelleri atilmis tiim
genom iliski ¢alismalardaki (GWAS; Genome-wide association studies; Genom ¢apinda
iligkilendirme c¢alismalar1) gelismeler sonucunda 2007 yilindan itibaren genetik
calismalarinin ufkunu degistirebilecek bir¢ok anlamli sonug ortaya g¢ikarilmistir (74).
Tiim genom iliski caligmalar1 genetik varyasyonlari tanimlayip belirleyebilmek i¢in
yapilan oldukca bilyiikk calismalardir. Bu c¢alismalarda bir¢ok gen ayn1 anda
incelenebilmektedir. Ozetle; GWAS ile tiim genomun dizilemesi yapilarak ve hastalikta
rol alan tim gen gruplarinin ekspresyonunda ve calismasinda nasil degisimler oldugu
saptanmigtir. GWAS teknik olarak mikrodizi (microarray) teknolojisi yardimiyla
mikroskobik bir alan biiyiikliigiine sahip bir DNA dizisinde 500.000 ile 2.000.000
arasindaki SNP birlikte degerlendirilebilmektedir. Tiim genom iliski caligmalarinin
¢ogunlugu vaka-kontrol caligmalari olmakla birlikte; bu g¢alismalarda DNA izole
edilerek ¢ogaltilmakta ve her bireyin mikro DNA dizileri analiz edilmektedir. Boylece
iki grup arasindaki genotip farkliliklar1 aleller diizeyinde biyoistatistiksel analizler
kullanilarak degerlendirilebilmektedir.

2014 yilinda Ngamruengphong ve arkadaslari (75) tarafindan organize edilen ve
daha sonra akademik bir rapor olarak yayinlanan ¢alisma HCC ile yapilan en biiyiik
SNP caligmasi1 06zelligini tasimaktadir. Bu calismada antropolojik olarak farkli 53
milliyetten olusan insan popiilasyonu kullanilmistir. Bugiine kadar yapilmis olan biitiin
calismalardaki HCC ile ilgili olan SNP’ler analiz edilmistir. Calismanin sonucunda
HCC gelismesinde risk artisiyla iligkili bes farkli SNP saptanmistir. HBV ile iligkili
HCC olgularinda KIF1B geninde yer alan RS17401966 numarali SNP ve CRHR2
geninde yer alan RS2267716 numarali SNP polimorfizmi saptanmistir. Ayrica HCV ile
iliskili HCC olgularinda MICA geninde yer alan RS2596542 numarali SNP ve HLA
DQ/DR geninde yer alan RS9275572 numarali SNP polimorfizmi saptanmistir. Son



olarak, alkol ve HCV ile iligkili HCC olgularinda ise HFE geninde yer alan RS1800562
numaralt SNP polimorfizmi saptanmistir. KIF1B geninde RS17401966 numarali
SNP’nin AA alelinde bulunmas1 HCC gelisme riskini arttirdig1 saptanmigtir. Bu durum
SNP alellerinin cografi olarak farklilik gostermesi ile daha da karmagsik bir hal
almaktadir. Ozellikle Avustralya, Orta Asya ve Amerika’da alel sikliginda degisiklikler
en yliksek oranda saptanmistir (75).

Kinezin protein ailesini bir {iyesi olan ve 1B proteinin yapilma siirecini yoneten
KIF1B geni, 1. kromozomun kisa kolu 36. lokusu 22. pozisyonunda yer alir. Bu 1B
proteini hiicre i¢i maddelerin transportu i¢in gerekmektedir. Kinezin proteinleri bir
kargo treninin vagonlar1 gibi islev gérmekte olup, tasidiklar1 maddeye gore yapilari
belirlenmektedir. Aragtirmalara gore KIF1B proteini iki farkli transport icin
0zellesmistir. Noronlarda bu protein sinirsel uyarilarinin transmisyonu igin gerekli olan
materyalleri i¢eren sinaptik vezikiilleri tasir. Bir baska gorevi ise diger tiim hiicrelerde
enerji saglayan mitokondrileri tagimaktir (76, 77). Bu iki tasima gorevine ek olarak bir
timor supressdr gen olarak KIF1B proteini programli hiicre dliimiinde yani apoptoz
gorev almaktadir (78). Apoptoz yasam boyu gerekli olan bir islem olup kullanilmayan
hiicrelerin ortadan kaldirilmasi olayidir. Apoptozdaki enerji saglanmasi islemi ig¢in
mutlaka gerekli olan bu proteinde olusacak yapisal bozukluklar durumunda birgok
kanser tiirii i¢in risk olusturabilecegi gosterilmektedir (78). Literatiire bakildiginda HBV
veya HCV’ye sekonder HCC ve KIFIB (RS17401966) iliskisi ile ilgili farkl
calismalara rastlanilmist olup, bunlarin ¢ogu HBYV iligkilidir. Ancak HDV (hepatitis D
virus)’ye sekonder olarak gelisen HCC ile ne KIFIB (RS17401966) iliskili ne de
herhangi bir SNP calismast saptanmamistir. Bunun nedeni ise Oncelikle SNP
calismalarinin oldukga biiyiik popiilasyonlarda yapilmasi ve genellikle HDV sekonder
HCC hastalarmin tiim diinyada nadir olarak bulunmasidir. Bu sebeple arastirmacilar
kronik HDV seyri ve tedavi etkinligine yonelik SNP calismalar1 yapmiglardir (79-81).
Zhang ve arkadaslarinin (64) Giiney Cin’de yaptig1 caligmada 355 HBV iligkili HCC ve
360 kronik HBV tastyicilari hastasini degerlendirip 490794 farkli SNP test etmislerdir.
Degerlendirilen SNP’ler arasinda sadece RS17401966 SNP ile HCC gelisimi arasinda
anlamli olan bir baglanti kurulmustur. Bundan dolayr KIF1B geninin kronik HBV
hastalarinda HCC gelisiminde etkili olabilecegi diisiiniilmiistiir (64). Sonrasinda ise
Sawai ve arkadaglar1 (82) Japonya, Kore ve Hong Kong’dan dahil ettikleri ti¢ farkli
kohorttan olusan HBV sekonder HCC hastalarinda KIF1B (RS17401966) genini
degerlendirmislerdir. Fakat degerlendirilen ¢alismada hicbir kohortta anlamli bir iligki
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bulunamamistir. Bunun baslica nedeni ise kullanilan ii¢ farkli popiilasyon arasinda yer
alan genetik ¢esitliligin farkli olmasi veya ¢evresel toksinler, yas, cinsiyet, alkol alim,
HBV wviral yiik, genotip ve farkli mutasyonlar gibi hepatokarsinogenezde yer alan
multifaktorler oldugu diistintilmiistiir (82). HCC hastalarindaki doku diizeyi ile yapilan
bir ¢alismada; HCC ve tiimore komsu karaciger dokular1 degerlendirilerek KIF1B
proteini ve mMRNA (messenger RNA) diizeyleri incelenmistir. Sonucta rekiirrens HCC
gelisen hastalarin  timor hiicrelerinde rekiirrens gelismeyen hastalarin  timorlii
hiicrelerindekine goére daha az diizeyde KIF1B proteini saptanmistir. Ayni zamanda
damar invazyonu gozlenen tiimor hiicrelerinde yine KIF1B protein diizeyinin daha az
miktarda oldugu goriilmiistir. HCC dokular ve tiimore komsu karaciger dokularindan
sentezlenen KIF1B mRNA ekspresyon oranina bakildiginda genl sag kalimda (13.5- 20
ay, p<0.05) ve hastaliksiz sag kalimda (11.5- 19.5 ay, p<0.05) anlamli1 farkliliklar tespit
edilmistir. Sonu¢ olarak HCC dokularindaki KIF1B gen ekspresyonunun diisiik
olmasinin kotii prognozla iligkili oldugu neticesine ulasilmistir. KIF1B’ nin HCC tiimor
davranis1 tizerindeki etkisi ile ilgili ileride yapilacak klinik ¢alismalar KIF1B geninin
prognostik bir belirte¢ olarak kullanilmasinin 6niinii agabilir (83). Son yillarda yapilan
calismalarda RS17401966 SNP’sinin yaninda ek olarak farkli polimorfizmler de
degerlendirilmis. HBV sekonder HCC hastalarinda RS1042522 ve RS2279744
SNP’lerinin hem homozigot hem de heterozigot olan hastalarda HCC riskinde anlamli

derecede artis saptanmis ve riskin 2.68 kat artirdig1 bulunmustur (84).

2.3. Epigenetik Terimi

Etimolojik koken bakimindan incelenecek olursa genetik otesi, genetige ek veya
genetigin iizerinde (epi: Ustlinde, list, genesis: koken, kok) anlamlarina sahip olan
epigenetik terimi 1942 yilinda Conrad Waddington tarafindan 'fenotipin olusumuna
katkida bulunan genler ve bu genlerin ortaya ¢ikardigi tirtinleri arasinda yer alan mevcut
iliskiyi ve gelisim sirasinda genotipin, feneotipi nasil olusturdugunu inceleyen biyoloji
dali" olarak tanimlanmustir (85). Kisacas1 epigenetik; bireylerde fenotipik farkliliklar
ortaya koymak adina genetige ek olarak islev goren mekanizmalar1 tanimlamak
amactyla kullanilmistir (86). Bu tanim ilk baslarda sadece embiryonik dénemde yer
alan gelisimler i¢in kullanilmis olsa da, yapilan calismalarla epigenetigin oldukca fazla
biyolojik siiregte onemli rol oynadigi anlasilmistir. Gilinlimiizde epigenetik, birincil
DNA dizisinde degisiklik olusturmadan gen ekspresyonunu degistiren ve bunun sonraki

nesillere aktarildigi kalittmsal mekanizmalar olarak tanimlanabilir (87, 88).
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Memelilerde epigenetik mekanizmalar normal gelisim diizeyi agisindan ve doku
spesifik ekspresyonun devaminin saglanabilmesi acisindan gereklidir. Doku spesifik
epigenetik mekanizmalar degisken bir yapida olup, sadece gelisim ddneminde
gozlenmeyip, hayat boyunca 6zel hiicresel olaylarda gézlenmekte ve uyarlanmaktadir
(88).

Epigenetik bilgi aslinda DNA’nin yazimi hatta tam olarak alfabesi, dilbilgisi
kurali olarak diisiiniilebilir. Gergeklesen epigenetik degisimlerden dolay1 birincil DNA
dizilimleri ayn1 olan kisilerde (tek yumurta ikizi veya klonlar) fenotipik farkliliklar
gbzlenebilmektedir. Tanimlanmis baslica epigenetik mekanizmalar DNA metilasyonu,
histon modifikasyonlar1 yani histonlarda translasyon islemi sonrasi gergeklesen
degisiklikler ile kromatin yap1 degisiklikleri ve ncRNA’larin (non-coding RNA) neden
oldugu mekanizmalar olarak {i¢ farkli grupta siniflanmaktadir. Calismalar bireylerin
ebeveynlerinden kalitim yolu ile aldig1 bu epigenetik degisiklikleri ¢evresel faktorlerin
etkisiyle kendine sonraki nesillere aktarabildigini ve bu kalitimin da g¢evresel faktorler
nedeniyle farkliliklar gosterebilecegini gostermektedir  (89). Bu tanimlamalara
dayanarak epigenetik; mutasyonlar ve polimorfizimlerden farkli olarak DNA
diziliminden bagimsiz olarak gerceklesen ve gen ekspresyonunda meydana gelen
kalitsal degisiklikler olarak tanimlanir. Epigenetik olarak ortaya ¢ikan degisimler, DNA
dizisinde bir degisiklik olusturmadiklar1 ve geri doniistiiriilebilir olduklart i¢in genetik
degisimlerden farklidirlar (90, 91). Epigenetik mekanizmalar, g¢evresel faktorlerin
bireyin kalitimsal 6zelliklerini nasil etkiledigini gésteren en 6nemli mekanizmadir.

Epigenetik mekanizmalarin kalitimla aktarildigina dair ilk bulgulara toplum
sagligi kayitlarmin incelenmesi ile ulasilmgtir. Ikinci Diinya Savasimin gergeklestigi
yillarda Hollanda’da tarihte "aglik kist " olarak bilinen kitlik oldugu siralarda hamile
olan kadinlarin, onlarin ¢ocuklar1 ve torunlarinin birbirine benzer saglik sorunlarina
maruz kaldiklar1 dikkati ¢gekmistir. Kitlik siirecinde anne karninda olan ve o siireci anne
karninda gecgiren ceninin dogum sonrasi hayati boyunca viicudunda bulunan yag ve
seker miktarlarinin azalabilecegine kosullanarak genetik programimi degistirdigi
belirlenmistir. Viicuda alinan besinleri depolamanin olduk¢a hayati oldugunu 6grenen
sirekli depolama egilimine yonelen genetik yapi, bu bireyleri sonraki yillarda zamanla
yiksek kan basinci, obeziteyle birlikte c¢esitli kalp rahatsizliklariyla karsi karsiya
birakmistir. Bu bulgular, hamilelik sirasinda belirli bir zaman dilimi ve ortak kosullar
altinda birlikte yasayan ii¢ kusagin (anne, fetiis ve fetiisiin germ hiicreleri) c¢evresel

etkenlere bagh genetik degisikliklerden benzer sekilde etki gordiiklerinin kanit1 olarak
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goriilmiistiir (92). Tanimlanmis baslica epigenetik mekanizmalar DNA metilasyonu,
histon modifikasyonlari, yani histonlarda translasyon islemi sonrasi ger¢eklesen
degisiklikler ile kromatin yap1 degisiklikleri ve ncRNA'larin neden oldugu

mekanizmalar olarak ti¢ farkli grupta siniflanmaktadir.

2.4. DNA Metilasyonu

DNA metilasyonu ilk olarak 1980°‘lerin basinda tanimlanmis olup insanlarda
epigenetik mekanizmalar arasinda en iyi sekilde incelenen ve yapisi ortaya konan
mekanizmadir (93). DNA metilasyonu memelilerde gelisim i¢in oldukga gerekli olan bir
modifikasyon tiirli olup gen baskilanmasi olaymin saglanmasi, X-kromozom
inaktivasyonu, kromatin kararliliginin korunmasi, embriyonik gelisim, transkripsiyon,
kromatin yapisi, genomik "imprinting"in diizenlenmesi gibi bir¢cok biyolojik siirecte
fonksiyon gostermektedir (86).

DNA metilasyonu, DNMT (DNA methyltransferase) enzimlerinin katalizorligii
esliginde gergeklesen reaksiyonlar sonucunda bir metil grubunun (-CH3) bir CpG
(cytosine-phosphate-guanine) diniikleotidindeki sitozinin 5’ karbon molekiiliine
eklenmesi ile gergeklesen kovalent bir olay olarak tanimlanir. Bu gergeklesen kovalent
olay gen ekspresyonunu degistirerek hiicre fonksiyonlarinin farklilasmasina yol
acmaktadir. Metilasyon, genetik olarak 6zdes/ayni bireyler arasinda olusan fenotipik
farklilagmanin yam sira c¢evresel faktorler ile kalitsal dzelliklerin etkilesimini ve bu
degisikliklerin nasil kalitsal nitelik kazandiginin anlasilmasi asamasinda da oldukca
kritik rol oynamaktadir (87, 94).

CpG diniikleotidlerinin genomda bulunma dagilimlar: rastgele olmayip bunlarin
%50-60’1 gen promotor bolgeleri icerisinde yer almaktadir. CpG olarak adlandirilan bu
adaciklar gelisim evresi ve doku farklilagmasi esnasinda genellikle metilasyona
ugramamis haldedir (95). Fakat bazi CpG adaciklarinin X kromozom inaktivasyonu ve
dokuya ozgili ¢esitli genlerin inaktivasyonun oldugu bazi biyolojik ve gelisimsel
olaylarin gergeklesmesi esnasinda kalic1 olarak metilasyona ugradigi bildirilmistir (96).

Canlilarda bir¢ok cesit metil transferaz enziminin varligi bildirilmekte olup
ancak Okaryotlarda tanimli olup bilinen bes farkli DNMT bulunmaktadir (94). Bunlar;
DNMT3L, DNMT3B, DNMT2, DNMT3A ve DNMTI’dir. Gametogenez,
embriyogenez ve somatik doku gelisimi esnasinda metilasyon deseninin olusumundan
DNMT3L, DNMT3A ve DNMAS3B sorumludur. DNMT3A ve DNMT3B de novo

(yeniden) metilasyonu gerceklestirmektedir. De novo DNA metilasyon deseni olusumu
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esnasinda metillenmemis DNA substrat olarak gorev almaktadir. Embriyonik kok hiicre
ve erken embriyo gibi durumlarda DNMT3A ve DNMT3B’nin inaktive edilmesi
durumunda de novo metilasyon deseni eksikligi gortliir (94). DNMT3L ise diger de
novo metiltransferazlara yardimci bir protein olarak bilinir. DNMT de aktif bolge
motifleri yoktur. Bu nedenle fonksiyonlarin1 gerceklestirmesi diger de novo
metiltransferazlarla birlikte bulunmasma baghdir (97). DNMTI1 enzimi, replikasyon
olay1 esnasinda tek zinciri metillenmis olan DNA’nin yeni zincirinin de metillenmesi
olaymi gerceklestirmektedir. Yani, DNMTI1 enzimi, kalip olarak alinan DNA
iplik¢iginde varolan metilasyon deseninin yeni sentezlenecek zincire de islenerek
aktarilmasi olaymni gergeklestirir (94). Bu sayede DNA metilasyonu kalitimsal olarak
aktarilabilir ve epigenetik bir olay olarak nesilden nesile kalitilir. Diger bir transferaz
enzimi olan DNMT2’nin ise DNA hasari tespit edilmesi, DNA rekombinasyonu ve
mutasyon tamiri gibi islevlerde gorev aldigi diisiiniilmektedir (97). DNA metilasyonuna

ait mekanizma Sekil 2.1°de verilmistir.
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2.4.1. DNA Metilasyonu ve Gen Ekspresyonu Arasindaki Iliski

DNA metilasyonu canlilarda dokuya &zgii gen ekspresyonu islevlerini
diizenlemek, retroviral elementlerin susturulmasi, genomik baskilama ve X
kromozomuna ait inaktivasyonun diizenlenmesi i¢in gerekli olan bir olaydir. Farkl
genomik bolgelerde gergceklesen DNA metilasyonu, bolgeye 0zgii altta yatan genetik
dizilemeye bagli olarak gen aktiviteleri izerinde oldukga farkli etkiler ortaya koyabilir
(98). CpG adalarinda gergeklesen metilasyon, transkripsiyon faktorii baglanma islevini
bozabilir, baskilayict metil baglayici proteinlerin devreye girmesini saglayabilir ve gen

ekspresyonu gerceklesmesini susturabilir. CpG adalarinda gerceklesen DNA
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metilasyonunun gen ekspresyonuna ne boyutta katki sagladigini belirleyebilmek igin
oldukca fazla arastirmaya ihtiyag¢ vardir. Memeli genomunda yer alan CpG
adaciklarinin ¢ogu metillenebildiginden, genlerin kodlayan bolgelerinde de metilasyon
gbzlenebilmektedir. Metilasyon ister promotdr bolgeler gibi gen regiilasyon bolgesinde
olsun ister gen gdévdesinde olan ekzon boélgelerinde olsun genellikle gen
ekspresyonunun baskilanmasi ile beraber olmaktadir. Ancak farkli genlerin birbiriyle
olan iligkisi goz onilinde bulundurulacak olursa elde edilen biyolojik cevap karmasiktir.
Omek vermek gerekirse; bir tiimor baskilayic1 gende gerceklesen metilasyon sonucu
inaktivasyon bu genin kontrol ettigi proto-onkogen ekspresyonunda artisa neden
olmakta ve bu da biyolojik cevabi degistirmektedir. Bu durumda séz konusu siire¢ bu
perspektiften incelendiginde arastirmalarin tespit ettigi bireysel sonuglardan daha da

karmasik bir hal almaktadir (99, 100).

2.4.2. Transkripsiyonun Kontrolii ve Farkli Metillenen Bdlgeler (DMRs:
Differentially methylated regions)

Canlidan tiirlerinde ve dokulardan dokulara degisim gostermekle birlikte
omurgalt DNA’sinda yer alan CpG baz ¢iftlerinin %70’inden fazlasi metillenebilme
yetenegine sahiptir. Bunlar, DMRs seklinde tanimlanmakta olup, toplam genomun
yaklasik olarak %1’ine karsilik gelen sayida olan metillenmis sitozinlerin ise genlerin
promotor boliimleriyle iligkili oldugu bilinir (101). Promotér boliimler, gen
ekspresyonundaki birincil mekanizma olan transkripsiyonun baslayip baslamayacaginin
belirlenmesinden sorumlu alanlardir. Metillenmenin olmadigi durumda promotor
dizilerinde bulunan normal sitozinlere transkripsiyon faktorleri baglanir ve
transkripsiyon olaytr gerceklesir. Oysa, bu bolgelerde yer alan CpG adaciklarina
baglanan metil gruplari, baglandiklari baz ya da baz eslesmelerini etki etmeseler bile
yapisal olarak DNA’nin sekil degistirmesine neden olur ve disa dogru bir ¢ikinti
meydana getirerek transkripsiyon faktorlerinin baglanmasin1 engeller. Bu durum da
transkripsiyon ve dolayistyla da bir sonraki asama olan translasyonun gerceklesmesini
engellemektedir. Boylece de gen ekspresyonu baskilanmis olur. Farkli metillenmis
bolgelerde bulunan DNA metilasyon desenlerinin belirlenmesi ve ortaya konulmasi gen

ekspresyonu kontrolii bakimindan énemlidir (102).
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2.4.3. DNA Metilasyonu ve Hastahk iliskisi

DNA metilasyonunun memeli gelisiminde olduk¢a dnemli bir¢ok genetik olayin
gerceklesmesinde rol aldigi bildirilmistir. Bu biyolojik etkilerin basinda genetik
damgalama (imprinting), X kromozom inaktivasyonu, retroviral gibi genetik
elementlerin susturulmasi gelmektedir. Bununla beraber DNA metilasyonunun gen
regiilasyonunun gergeklesmesinde de 6nemli rollere sahip oldugu bildirilmistir (103).
Gende yer alan kodlayic1 bolgede meydana gelen metilasyon diisiisii (hipometilasyon)
haberci RNA’nin seviyesinde degisimlere sebep olmaktadir. Gende promoter bolgede
yer alan CpG adaciklarinda olusan metilasyon artis1t (hipermetilasyon) genin
transkripsiyonel agidan susmasina ve protein ekspresyonunun kaybolmasi olayina neden
olur (104, 105). Pankreatik kanseri olusumu ve DNA hipometilasyonu ile iliskinin
saptanmast amaciyla yapilan bir arastirmada hipometilasyonun pankreatik kanser
olusumu i¢in oldukca sik goriilen bir epigenetik mekanizma oldugu belirlenmistir (106).
Otoimmiin bir haslik olan SLE (Systemic lupus erythematosus; Sistemik lupus
eritematozus) i¢in uyumsuz olan monozigotik ikizlerle gergeklestirilen bir arastirmada,
hasta ve saglikli kardesler karsilastirilarak hasta kardeste global DNA hipometilasyonu
belirlenmistir. Ozellikle hastaligin patogeneziyle ilgili oldugu diisiiniilen 49 genin hasta
olan ikizde hipometile oldugu bildirilmistir (107). Yapilan baska bir caligmada ise
SLE’li hastalarda, genom ¢apinda metilasyon analizi yapilmis ve analizler sonucunda, B
hiicrelerinde 166 CpG diniikleotit, monositlerde 97 CpG diniikleotit ve T hiicrelerinde
1033 CpG diniikleotit metilasyonunda saglikli grupla karsilastirildiginda anlamli bir
degisiklik belirlenmistir. Analizin en ¢arpici sonucu ise ii¢ hiicre tipi i¢in de interferon
genlerinde hipometilasyon bildirilmistir (108). Genom ¢apinda DNA metilasyonunun
incelendigi bir bagska SLE arastirmasinda ise hastalarin CD4 (+) T hiicrelerinde kontrol
grubuna gore 236 hipometile ve 105 hipermetile CpG bolgesi belirlenmistir. Ek olarak
hasta grubun da otoimmiin sistem ile ilgili oldugu belirlenen PDGFRA, BST2
genlerinde hipometilasyon, T hiicre olgunlagmasina katki saglayan bir transkripsiyon
faktorii olarak bilinen RUNX3’de ise hipermetilasyon gozlendigi bildirilmistir (109).
HCC’de ise bilimsel arastirmalar sinirli olmakla birlikte timor ve tiimor gevresi dokuda
yapilan CpG adaciklarinin metilasyon analizi sonucunda onemli timor baskilayict
genlerde hipermetilasyon ve baskilanma gézlenmistir (110, 111). HCC’de metilasyon

ile etkilenen TP53 (p53), B-catenin, Erb B reseptorleri, MET, HGF, p16INK4a, E-
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cadherin ve COX-2 gibi genler tamimlanmistir ve genel olarak kanserle gelisimi

tetikleyen ana genlerdendir (112).

2.5. Histon Modifikasyonlari

Genetik bilgilerin depolandigi DNA; niikleusta histon (H) ve non-histon (non-H)
protein yapilardan olusan kromatin olarak bilinen bir niikleoprotein kompleksi olarak
yer alir (113). Histonlar olduk¢a kiigiik molekiil agirlikli yapida olup, bazik
proteinlerdir. Kromatinlerin en kii¢iik fonksiyonel yapilar1 niikleosomlar olup ikiser
molekiil histon H2A, H2B, H3 ve H4 proteinlerin ~147 bazlik DNA’nin etrafini iki defa
sarmasi ile olugmuslardir (95, 114). Kromatin yapisal olarak iki farkli formda bulunur:
heterokromatinler oldukc¢a yogun, kompakt ve transkripsiyonel bakimdan sessizken,
okromatin gevsek yapida olup transkripsiyonel agidan aktif bir durumda bulunmaktadir
(95).

Histonlarin N-terminal kuyruk bdéliimleri sumolasyon (small ubiquitin-like
modifier- SUMO- SUMOylation), metilasyon (methylation), asetilasyon (acetylation),
ADP-ribozilasyon (ADP-ribosylation), deaminasyon (deamination), fosforilasyon
(phosphorylation), ubikitinasyon (ubiquitination), ve prolin izomerizasyonu (proline
isomerization) gibi en az sekiz farkli tirde modifikasyon ile posttranslasyonel
diizenlenmektedir (115, 116). Bahsedilen bu modifikasyonlar DNA ile histon proteinleri
arasinda yer alan etkilesimi degistirebilmektedir (116). Histon modifikasyonlar1 geri
dontigiimlii olup dinamik yapidadir. Histon modifikasyonlari tek basina veya kombine
bir sekilde DNA tamir ve replikasyonunda, gen transkripsiyonunda, X kromozom
inaktivasyonu saglanmasinda ve heterokromatin olusumu basta olmak iizere bir¢ok
epigenetik olayin kodlamasi asamasinda gorev alirlar (117). Genel olarak histon
modifikasyonu gen ekspresyonunun artisi ile sonu¢lanmaktadir.

Uzerinde en ¢ok ¢alisma yapilan histon modifikasyonu tiirleri asetilasyon ve
metilasyondur. Tiim genom ¢alismalarinda spesifik bir genom boliimiinde yer alan
cesitli histon modifikasyonlarinin kromatinlerin yapisim1 "acik" veya "kapali" duruma
getirerek genin aktif veya baskilanmig olmasina neden olduklar1 belirlenmistir (95).

Bir¢ok fizyolojik durumda gorev alan Histon asetilasyonu dinamik ve reversibl
(tersine gevrilebilir) bir durumdur. Genel olarak, histonlarin asetilasyon diizeyi artis
(hiperasetilasyon) durumu oOkromatinde bulunur ve transkripsiyon olayr aktif
durumdadir. Asetilasyon seviyesinin azalmasi (hipoasetilasyon) ise heterokromatinde

gozlenir ve transkripsiyonel olarak sessiz bilinen genomik alanlarda bulunur (118).
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Histon asetilasyonu isleminin gerceklesmesinden HAT (Histone acetyltransferase)
enzimi sorumluyken histon deasetilasyonu isleminden ise HDAC (Histone deacetylase)
enzimlerinin sorumlu oldugu kabul edilmektedir (116). Histon modifikasyonlar1 ek
olarak demetilaz (demethylases), metiltransferazlar (methyltransferases), deubikitinazlar
(deubiquitinases), kinazlar (kinases), ubikitin ligazlar (ubiquitin ligases), fosfatazlar
(phosphatases), ve SUMO ligazlar (SUMO ligases) gibi diger enzimler ile de katalize
edilebilir (95). Yapilan ileri teknikli caligmalar ile kromatinlerde olan degisikliklerin
tiimdrlerin baslangi¢ evresinde ve ileri asamalar1 boyunca gozlendigi gosterilmistir (87).
H4 histon proteininde asetilasyonda kayip ve metilasyonda artis karsinogenez
durumlarinda erken donemlerde yaygin olarak goriilen bir degisikliktir. Ancak bu
durum i¢in 6nemli olan olay histon asetilasyonundaki azalmadir. Bu durum ise HAT
aktivitesinin azlig1 veya HDAC aktivitesinin artis1 ile iligkilidir (119).

Bir¢ok kanser tiirinde HAT ve HDAC aktiviteleri arasinda yer alan dengenin
bozulmasi sonucunda olusan molekiiler degisimler goriilmektedir. HDAC enzimleri;
farklilasma, apoptoz ve transkripsiyonel sessiz devredeki hiicre dongiisii olay1 i¢in
gerekli olan genleri korumasiyla pro-onkogenik etki gdstermektedir (120). HDAC
aktivite artis1 birden ¢cok mekanizma ile olusabilmektedir. HDAC asir1 ekspresyonu
sonucu global histon hipoasetilasyonu gozlenir ve birgok kanser i¢in bu durum 6zgiin
bir mekanizmadir. HDAC alt gruplarinin bir¢ok ¢esidinin mutasyon ve/veya aberan
ekspresyonu kanser dahil olmak tizere birgok hastalikta goézlenmistir (121).
Noroblastoma, prostat, gastrik, kolon, renal, meme, servikal kanser gibi farkli kanser
tirlerinde ve kanser hiicre hatlar1 icin HDAC ekspresyon artist olustugu
gozlemlenmistir (122).

"HDAC inhibitorleri" epigenetik diizenlemedeki etkinlikleri nedeniyle tedavi
ajan1 olarak tedaviye eklenmistir (120, 123). Bu tedavi ajanlar1 histonlarin
asetillenmelerini arttirarak, kanser durumunda sessizlesen genlerin tekrar eksprese olup

ve malign olan fenotipin geriye dondiiriilmesini saglamaktadir (116).

2.5.1. Histon Yapi Degisimleri Hastalik Iliskisi

Genlerin hiperasetilasyon ve hipoasetilasyonlarinin bir¢cok hastalikla iliskili
oldugu bildirilmistir. Bir¢cok calisma ile de HDAC inhibitorlerinin kanser de dahil
olmak tizere bit cok hastaligin tedavisi amaciyla kullanilabilecegi rapor edilmistir (124).
SLE hastalig1 iizerine hayvan modeli tasarlanarak yapilan bir arastirmada, TSA

(trichostatin A) gibi HDAC inhibitorlerinin SLE’nin tedavisi gelecek vaat ettigi
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gosterilmigtir (125). RA (Rheumatoid arthritis; romatoid artrit) hastalifi olanlar ile
saglikli kontrol grubunun eklemleri kullanilarak elde edilen sinoviyal dokularda yapilan
analizler sonucunda niikleer HDAC aktivitesi ile HDAC1’in mRNA ekspresyon
diizeyinin saglikli kontrol grubuna gore anlamli bir diizeyde yiiksek oldugu rapor
edilmistir (126). RA hastalar1 ile yapilan bir baska ¢alismada ise hasta grubunda HDAC
aktivitesinin saglikli kontrol grubuna goére anlamli diizeyde artis gdsterdigi ve bu artis
sonucunda RA durumunda HDAC aktivitesinin bozuldugu gdsterilmistir. Bu veriler ile
incelenen enzimin hedeflenmis tedavi i¢in uygun bir aday oldugu gosterilmistir (127).

Bu modifikasyonlarin 6nemi tam olarak agikliga kavusturulmamis olsa da lizin
asetilasyonu ve metilasyonlariin transkripsiyonel olarak aktivasyon ya da baskilama ile
ilgili oldugu belirlenmistir (128). Lizinin asetilasyon veya deasetilasyonunun
gerceklesmesi  kromatinin  ulasilabilir olmast ve transkripsiyon durumu ile
iliskilendirilmis olsa da lizin metilasyonunun gerceklesmesi i¢in metil gruplarinin sayisi
ve bunlarin lizin kuyruklarindaki pozisyonlar1 olduk¢a 6nemlidir. Ornegin, H3K9
(histon 3 lizin 9) ve H3K27°deki (histon 3 lizin 27) trimetilasyon heterokromatin
modifikasyonuna bagli iken, H3K4’deki (histon 3 lizin 4) trimetilasyon, H3 (histon 3)
ve H4’de (histon 4) gergeklesen asetilasyon aktif trankripsiyon durumu ve dkromatin
modifikasyonuyla ilgilidir (129, 130). RA patogenezinde mevcut olan epigenetik
faktorlerin tanimlanabilmesi adina yapilan bir ¢aligmada RA hastalarindan alinan
mononiikleer hiicrelerin kullanilarak, faktorlerin ekspresyon seviye profilini olusturmak
amaciyla PCR (polymerase chain reaction) teknigi kullanilmistir. Arastirma sonucunda
RA hastalarinda; SETD6, SETDB2 ve PRMT6 metiltransferazlar, DZIP3 ve UBE2B
protein degredasyon—promoting ubikitin ligazlar, ESCO2 ve KAT2B deasetilazlar,
AURKA, AURKB ve NEKG6 histon kinazlar, KDM5C ve KDMG6B demetilazlar,
HDACI ve HDACI1 asetiltransferazlar olmak iizere 14 tane genin ekspresyonunun
anlamli olarak artis ya da azalis gosterdigi bildirilmistir (131).

Histon modifikasyonlari ile kanser arasinda da yakin bir iligki mevcuttur. Kanser
arastirmalarinda ilk baglarda epigenetik calismalara ¢ok Onem verilmemis olmakla
birlikte, gen ekspresyonunun epigenetik diizenlenmesinin transkripsiyon ve diger hayati
hiicresel islevlerdeki rolii giderek daha 1iyi anlasilmaktadir (132). Arastirmalar
sonucunda histon modifikasyonunda olusabilecek ufak degisiklikler ve/veya
bozukluklar sonucunda 6nemli timor baskilayict genlerin ekspresyonu azalmakta ve

buna karsin hiicre proliferasyonunu diizenleyen onkogenlerin ekspresyonu artmaktadir.
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Dolayis1 ile kanser gelisimindeki temel epigenetik mekanizmalardan biri kovalent

histon modifikasyonlaridir. (132).

2.6. Kodlamayan RNA’lar

Insan genomunun %75’i transkripsiyona ugrar; ancak sadece %3’ii protein
translasyonu i¢in kalip olusturmaktadir. Bu nedenle insan genomundan kaynaklanan ve
herhangi bir kodlama yapmayan ancak epigenetik kontrol mekanizmalarinda gorev alan
bir siiri RNA molekiilii vardir ve kodlama yapmayan RNA (non-coding RNA) olarak
tanimlanir (133). Gen ekspresyonu ve genomik kararliligin saglanabilmesi gibi birgok
anahtar olay icin kilit rolde oldugu bilinen kodlamayan RNA’larin kisa ve uzun olmak
tizere birgok ¢esidi mevcuttur (134). Alternatif siniflamada ise RNA’lar miRNA (mikro
RNA; microRNA), IncRNA (Long non-coding RNA; uzun kodlama yapmayan RNA),
piRNA (piwi-interacting RNA; piwi etkilesimli RNA) ve circRNA (circular RNA;
sirkiiler RNA) gibi alt gruplara ayrilmasidir (135). Kisa kodlamayan RNA’lardan olan
snRNAs (small nuclear RNAs; kiigiik niikleer RNA’lar), tRNA’lar (transfer RNA),
rRNA’lar (ribosomal RNA) ve snoRNA’lar (small nucleolar RNAS; kiigiik niikleolar
RNA’lar) olduk¢a uzun yilladir bilinmekte olup bircok diizenleyici rollere sahiptirler.
Bunlarm bazilarinin gérevi tam olarak aydinlatilmis olsa da (6rnegin; tRNA, rRNA vb.)
bircogunun net gorevi ortaya konmamistir. Ancak miRNA, piRNA, crcRNA ve
IncRNA’lar hiicre ¢ogalmasinin baskilanmasi ve hiicre dongiisiiniin diizenlemesinde
onemli rollere sahiptir (136).

Uzerinde en ¢ok arastirma yapilan kodlanmayan RNA’lar miRNA’lar olup son
yillarda post-transkripsiyonel diizenleyiciler kategorisinde incelenmeye
baslanilmiglardir. Bu endojen, kisa (19-22 niikleotid uzunlugunda), tek zincirli
kodlanmayan RNA c¢esidi genlerin yaklagik olarak %30’unun diizenlenmesinden
sorumludur (134). miRNA'lar birgok gen ekspresyonu post-transkripsiyonel asamada
iken translasyonun baskilanmasimi ya da RISC (RNA-induced silencing complex) ile
direk etkilesimle mRNA degradasyonunun saglayan kodlama yapmayan RNA
molekiilleri ¢esididir. miRNA’lar gen susturulmasi asamasinda hedefine aldigi
mRNA’nin translasyonel etkinligini veya stabilizasyonunu diizenlemekten sorumludur.
miRNA’nin hedef dizi iizerindeki etki mekanizmasi ve islevi miRNA ve mRNA
arasinda bulunan baz eslesmesinin oraniyla iliskilidir. Tam bir eslesmenin olmadigi

zamanlarda miRNA, mRNA’nin translasyonunu baskilanmasina yol agarken;
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eslesmenin tam oldugu zamanlarda ise miRNA, mRNA’nin kesimi ve yikimi durumuna

yol agar (137, 138).

2.6.1. Kodlamayan RNA’lar ve Hastahk iliskisi

Kodlamayan RNA’larin bir¢ok hastaligin patolojisiyle ilgili oldugu yapilan
caligmalara bagli olarak ortaya konmustur. Birgok hastalik i¢in normal olmayan miRNA
ekspresyonu bildirilmistir. Bir ¢aligmada prostat kanserli hasta grubunda miR-223-
3p“nin ekspresyonunun arttig1 bildirilmistir (139). Son yillarda yapilan arastirmalar ile
miRNA’larin dolasim, idrar ve benzeri viicut sivilarinda tespit edilebilir olduklar1 ve bu
sebeple hastaliklar icin biyobelirteg olarak kullanilabilecegi bildirilmistir. SLE, RA
hastalar ile saglikli kontrol grubunun kullanildigi bir arastirmada miR-16, miR-451,
mMiR-223, miR-21'nin SLE hastalarinda arttig1 ve ek olarak RA hasta grubunda ise
bunlarin ekspresyonun anlamli sekilde artis gosterdigi bulunmustur. Bu miRNA’larin
tersine  miR-146a, miR-125a-3p, mIR-155 ekspresyon seviyelerinin ise SLE
hastalarinda azalma gosterdigi rapor edilmistir (140). RA’l1 hastala ve saglikli bireylerle
yapilan bir aragtirmada ise hastalara ait kan mononiikleer hiicrelerinde miR-16, miR-
146a, miR-132, miR-155"nin ekspresyon seviyelerinde saglikli bireylere gore daha fazla
oldugu bildirilmistir (141).

Kanser arastirmalarinda miRNA'lar ¢ok onemli bir yere sahiptir. Ornegin,
MIRNA-126 o6zellikle B hiicreli 16semilerde fazla miktarda eksprese edilmektedir.
MIRNA-126 ekspresyonunun artmasi p53 geninin ekspresyonunu azaltmaktadir (142).
Bu nedenle timér gelisimi ve progresyonu desteklenmektedir. /n vitro galismalarda
MIiRNA-155 norofibroma hiicre hattinin sferoid olusturma kabiliyetlerini arttirdigi

gbzlenmisgtir (143).

2.7. Epigenetik Mekanizmalar ve HCC Tliskisi

Kanser olusumu dinamik bir sekilde genetik, epigenetik ve mikrogevre gibi
faktorlerin katkisiyla gelismektedir (144). Bu sebeple HCC olusumu da molekiiler
bazda incelenecek olursa genetik ve ek olarak epigenetik faktorlerin hastaligin ortaya
cikisinda rol aldiklart bildirilmistir. Hastaligin ortaya ¢ikisinda; bilinen birden ¢ok
timor baskilayici gende (RB, TP53 ve pl6 vb.), bazi onkogenlerde (c-Myc ve B-
katenin vb.) ve kanserle iligkili oldugu belirlenen bazi genlerde (CCNDI1 ve E-caderin
vb.) somatik mutasyonlarin oldugu belirlenmistir. Fakat yapilan ayrintili arastirmalar

sonucunda bulunan bu mutasyonlarin hastaligin ortaya ¢ikmasi i¢in yeterli olmadig;

21



yasam sekli ve beslenme diizenin de hastalik mekanizmasi ile dogrudan iligkili oldugu
tespit edilmistir (145). Ozellikle genlerin promotdr kisimlarinda hipermetilasyon veya
hipometilasyonun gergeklesmesi, global genomik hipometilasyon, histon modifiye eden
enzimler ve DNMTnin hatali sekilde ekspresyonunun gergeklesmesi, histon
modifikasyonunda hatalar ve kodlanmayan RNA’larda ger¢eklesen anormal ekspresyon

diizeyleri HCC’de goriilen epigenetik degisimlerdendir (146).

2.7.1. DNA Metilasyonu ve HCC iliskisi

Epigenetik mekanizmanin en ¢ok fiizerinde c¢alisilmis olant ve en bilinen
mekanizmalarindan biri, promotor bolgelerde bulunan bir 6zel sitozin niikleotidinin
metilasyonudur. CpG diniikleotidlerinde bulunan sitozin kalintilarinin metilasyona
ugramast DNA’da modifikasyona sebep olur. Bunun sonucunda ise DNA’ya baglanan
transkripsiyon faktorleri ve proteinleri degisime ugrar. Genellikle genlerin promotdr
bolgelerinde goriilen DNA metilasyonu genler aras1 bolgelerde ve tekrar bolgelerinde
de goriilebilmektedir. Genler arasindaki bolgelerde olan metilasyon sonucu istenmeyen
bolgelerde baslamasi olast olan transkripsiyon olusumu Onlenir. Tekrar bolgelerinde
gerceklesen metilasyonun amaci ise transpozonlardaki transpozisyon hareketini
durdurabilmektir. Boylece istenmeyen olasi rekombinasyonlara engel olunur. DNA’da
yer alan CpG bdlgelerindeki sitozin niikleotidlerinin yaklasik olarak %4-8’1 metillenmis
durumda  bulunmaktadir (147). Bu durum DNMT enzimleri tarafindan
gerceklestirilmektedir. Bu islemden sorumlu goérevli enzimler S-adenozilmetiyonini
(SAM) metil kaynagi olarak kullanmaktadirlar. Bu siire¢ boyunca ii¢ farkli enzim gorev
yapmaktadir; DNMT 1, DNMT 3A ve DNMT 3B’dir. DNMT1 enzimi hiicre boliinmesi
asamasinda replikasyon sirasinda metilasyonun dengede olabilmesini saglarken DNMT
3A ve DNMT 3B enzimleri ise embriyo gelisimi sirasinda de novo (en bastan: yeni
bastan) metilasyon i¢in kullanilir (148, 149). Metilasyon olay1 olustugunda ¢ogu
transkripsiyon faktorii DNA’ya baglanamamaktadir ve transkripsiyonel baskilanma
durumu gerceklesmez (150). SAM; metiyonin ve ATP (Adenosine triphosphate)
molekiillerinden MAT’larin (Methionine adenosyltransferase) katalizlemesi sonucu
gerceklesen bir reaksiyon sonucunda sentezlenmektedir. Fareler ile yapilan
arastirmalarda hepatokarsinogez asamasinda yiiksek dozda uygulamasinin erken
preneoplastik karaciger lezyonlarinin gelisimini engelledigi bildirilmistir. Karacigere
0zgli MATI1A, iki ayri izoenzim kodlamakta olup bunlar MAT I ve MAT III dir. MAT
IT enzimi ise MAT2A tarafindan kodlanmaktadir. Fotal karacigerde MAT2A enzimi
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yuksek diizeyde eksprese edilirken, MATIA enzimi ise erigkin karacigerde ytiksek
diizeyde eksprese edilmektedir. Siroz ve HCC durumunda MAT1A ekspresyonu
diizeyindeki diisiis, MAT2A ekspresyonu diizeyindeki artigla iligkilidir (151-153).

Yapilan ¢alismalardan elde edilen bulgulara gére HCC durumunda DNA tamir
genleri, tiimor baskilayict genler ve Kkanserle iliskili diger genler genellikle
hipermetilasyon gostermislerdir. Bunlardan bazilari; APC, MGMT, RASSF1A, SOCS3,
pl6 INK4A, p15 INK4B, R1Z1, RB1, GSTP1, SOCSL1, E-cadherin, HINT1, p73 (TP73)
olup, yapilan c¢aligmalar ile bu genlerin sayisi artmaktadir. Bu genler, hastaligin
gelisiminde oldukc¢a 6nemli gorevleri olan DNA tamiri, hiicre proliferasyonu, hiicre
dongiisii kontrolii ve sitokin sinyalizasyonunun susturulmasi gibi oldukga farkli sinyal
transdiiksiyon yolaklart ile bircok biyolojik gorevde yer almaktadir (154).

Kronik HBV ve HCV enfeksiyonlar1 ile alkol; HCC olusumunda temel risk
faktorlerinden olarak bilinmektedir. Zhong ve arkadaslar1 (155) HBV enfeksiyonu
durumunda RASSF1A ve GSTP1 genlerinde hipometilasyon goriildiigiinii ve bu
genlerin ekspresyon diizeylerinde azalma ortaya ¢iktigini bildirmislerdir. P16 geninin
promotor bolgesi ise HBV enfeksiyonuna baglh olarak gerceklesen HCC’de genellikle
hipermetilasyon gostermektedir. Alkol alimi ise HCC gelisiminde etkili olan genlerin
siklikla hipermetilasyona ugramasinda etkilidir. Yapilan calismalar ile HCC tanist alan
ve alkol kullanimi olan hastalarda alkol kullanimi olmayan hastalara oranla DOKI,
RASSF1A ve GSTPI1 genlerine ait promotor bolgelerinde yiiksek oranda metilasyon
gozlendigi bildirilmistir (155-157).

Aflatoksin ile yapilan caligmalara gore aflatoksin HCC’de p53 (TP53) tiimor
baskilayict genin promotoriinii  etkilemekte ve o bolgeyi hipermetilasyona
ugratmaktadir. Ek olarak kanserle iligkili diger genlerin (GSTP1, p16, RASSFIA ve
MGMT) promotdr bolgeleri incelendiginde bu bolgelerinde yiiksek oranda metilasyona
ugradigi belirlenmistir (158).

Global DNA hipometilasyonu; HCC olusumunda hem kodlanmayan tekrar
bolgeleri hem de genlerde; kromozom stabilizasyonunu bozup gen ekspresyon
diizeyinin artmasii saglayarak karsinogenezise sebep olmaktadir. Hipometilasyon
genellikle intragenik ve intergenik bolgeleri 6zellikle de hareketli DNA elementleri
(transposable elementleri) tizerinde etkili olabilmektedir. Yapilan bir ¢aligma sonucunda
tekrarli DNA elementlerinden olan LINE1 ve Alu da hipometilasyon gergeklestiginde

hiicrelerde hepatokarsinogeneze egilimin arttig1 goriilmiistiir (159).
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HCC ve metilasyon arasindaki iliskiyi 6zetlemek gerekirse kanserin olusumu ile
dogrudan ya da dolayli olarak iligskisi oldugu bilinen genler [APC, RB1 GSTP1,
SOCS1, RASSF1A, MGMT, CRABP1, HINT1, GSTP1, SOCS3, CHRNAS, DOKI,
pl5 INK4B, SFRP1, GADD45a, pl6 INK4A, E-cadherin, RI1Z1 ve p73 (TP73)]

hepatokarsinogenez durumunda anormal diizeyde metilasyon gostermektedir.

2.7.2. Histon Modifikasyonlari ve HCC iliskisi

Histonlar niikleozom yapilarimin olusumunu saglayarak DNA’nin etrafina
sarilmasinda ve paketlenmesinde gorev alan proteinlerdir (160). Histonlar (H: Histone)
gen regiilasyonunun gerceklesmesinde gorevli olup H1/HS, H2A, H2B, H3 ve H4
olmak tizere 5 ana histon ailesi vardir. H2A, H2B, H3 ve H4 histonlar1 kor histon olarak
gorev yapmakta iken HI ve HS5 histonlar1 niikleozomlarin birbirlerine baglanmasinda
gorevlidirler. Histon modifikasyonlar1 kromatinlerin yapisina, gen fonkiyonlarina ve
ekspresyonu olaylarina etki edebilmekte ve ayrica DNA tamiri ve replikasyonu
asamalarinda islev gormektedirler (128, 161). Histon proteinlerinin posttranslasyonel
modifikasyonlar1 olan histon modifikasyonlari; N-terminal kuyrugunda olusmaktadir.
HCC ile iliskisi olan ve su ana kadar kesfedilen modifikasyonlar ise glikolizasyon,
biitilasyon, asetilasyon, ubikitinasyon, metilasyon ve sumolasyon’ dur (162).

Histon kuyruklarinda gerceklesen asetilasyon islemi transkripsiyonel
aktivasyonun saglanmasindan sorumludur. H3K3 monometilasyonu (H3K9mel) ve
H3K4 dimetilasyonu ve trimetilasyonu (H3K34me2 ve H3K4me3) kromatin yapinin
acilmasina yol acarak gen ekspresyonunun aktiflesmesine katkida bulunur. Histon 3
lizin 9 dimetilasyonu ve trimetilasyonu (H3K9me2 ve H3K9me3) ve H3K27
dimetilasyonu ve trimetilasyonu (H3K27me2 ve H3K27me3) ise kromatinin ve gen
ekspresyonunun inaktif duruma gegmesine sebep olmaktadir (163). HCC durumunda
histon modifikasyonlarinin degiserek hiicredeki epigenetik durumun bozuldugu
bildirilmistir. Gergeklesen olagan dis1  histon modifikasyonlarindan dolayida
hepatokarsinogenez gelisimi hiz kazanmaktadir.

HCC’nin erken evrelerinde yiiksek diizeyde H3K4me3 ekspresyonu bildirilmistir
(164). Yapilan bir ¢aligmada, HCC’li dokularda normal dokulara oranla H3K27me3
ekspresyonun diizeyinin yiiksek diizeyde oldugu ve bunun da vaskiiler invazyonu
artmasina sebap olarak prognozun koétii seyretmesine sebep oldugu bildirilmistir (165).
Bir calismada HCC hiicre hatlarinda; H3K9 dimetilasyonunun artig gostermesiyle

baglantili olarak RASSFla ve pl6 genlerinin represyonu arasinda bir iliski oldugu
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ortaya konmustur (166). Yapilan bir baska calismada ise; HCC gelisiminde H3K27
trimetilasyonunun artistyla pl6 geninin ekspresyonunun azaldigi gozlenmistir
gbzlenmistir. Hem promotdr aktivasyonunun hem de H3KO9’un sessizlestirilmesinin
gerceklesmesiyle retinoblastoma proteini gibi tiimor baskilayic1  proteinlerin
kodlanmasindan sorumlu olan genlerin transkripsiyonel diizeyde susturulmaya ugradigi

tespit edilmistir (167).

2.7.3. Kodlanmayan RNA’lar ve HCC iliskisi

Proteine cevrilemeyen kodlanmayan RNA’lar bu o6zelliklerinden dolay:r bilgi
tasimadiklar1 ya da fonksiyonlar1 olmadiklar1 diisiincesi olusturur; fakat bu RNA’lar
kromatin yapimin olusumu, transkripsiyon, epigenetik hafiza, RNA splicing, editing ve
translasyon gibi bir¢ok fizyolojik ve gelisimsel yolaklarda gorevlidirler. Mikro RNA’lar
(miRNA), uzun kodlanmayan RNA’lar (Inc-RNA) ve piwi proteiniyle iliskili RNA’lar
(pi-RNA) epigenetik mekanizmalarda yer alan bilinen en o6nemli kodlanmayan

RNA’lardir (168).

2.7.4. miRNA ve HCC iliskisi

Regiilasyon diizeyinde bozukluk gézlenen miRNA’lar kanser baslangicinda ve

" "

gelisiminde oldukca Onemli bir yere sahiptir. Bu miRNA’lar " oncomir " olarak
adlandirilmakta olup, islevleri onkogenlerin fonksiyonlariyla oldukca benzerlik gosterir.
miRNA ekspresyonu yapilacak genler HCC’de genellikle kanserle iliskisi olan genomik
bolgelerde (heterozigotlugunu kaybetmis bdlgeler, onkogenler ve kirilgan alanlar)
bulunmaktadirlar. HCC gelisimi ve olusumu siirecinde miRNA’lar; P13K/AKT/mTOR,
p53, RAS/MAPS, MET, Myc, WNT/B katenin, ve TGF-p gibi bir¢ok yolaga dahil olup
isleyislerini etkilemektedir. insan karacigerinde bol olarak bulunan miRNA-122 sik bir
sekilde regiilasyon bozukluguna ugramaktadir. Timdr baskilayict olarak gorev yaptigi
diistiniilmekte ve HCC durumunda miktarinda azalis olmaktadir. miR-221 ise onkogen
tirevi mikro RNAlardan olup %70-80 oraninda oldukga yiiksek bir diizeyde HCC
durumunda ekspresyonunda artis gézlenmektedir. Bu miRNA’nin kanserle iliskili olan
yolaklarda islevsel oldugu da bildirilmis ve asir1 ekspresyonu durumunda ise biiyiimede
artisa, apoptozisin baskilanmasina, invazyona, proliferasyona ve migrasyona sebep
olmaktadir. Ayrica hepatokarsinogenez durumunda miR-199a-3p ile miR-26, let-7
tiyeleri ekspresyonunda azalma goézlenirken, miR-191, miR-21, , miR-17-5p ve miR-

155 ekspresyonunda ise artig gozlenir (169).
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2.7.5. Inc-RNA ve HCC Tliskisi

Inc-RNA’lar DNA, RNA ya da proteinler ile etkilesimi girerek gen
ekspresyonunun olusumunda etkilidirler. 200 niikleotidten biiyiik olup gene o0zgi
transkripsiyonun diizenlenmesinden sorumludurlar. Yapilan pek ¢ok calismada HCC
durumunda Inc-RNA ekspresyonunun anormal diizeylerde oldugu bildirilmistir (170-
173).

2.7.6. pi-RNA ve HCC iliskisi

piRNA’lar, Piwi proteinleriyle birleserek riboniikleoprotein yapisi olustururlar.
piRNA’larin transkripsiyonlar1 transpozonlar iizerinden gerceklesmektedir. Pek cok
kanser tliriinde ve HCC’de piRNA’larin asir1 ekspresyona ugramalar1 nedeniyle timor
baskilayici genler tarafindan transkribe olan mRNAIlar inhibisyona ve degredasyona
ugrarlar. Diisiik seviyede ekspresyona ugramalari durumundaysa onkogenlerin
transkripsiyon seviyelerinin artmasmma neden olurlar. Ayrica hareketli DNA
elementlerinin susturulmasi asamasinda olusan hatalar retrotranspozonlarin mutasyona
ugramasinda neden olarak genomik stabilizasyon durumunda bozukluklara sebep

olmaktadir (174).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Mikrodizi (Microarray) Transkriptom Analizleri

3.1.1. Veri Seti ve Temel Ozellikleri

Hepatositlerden kdken alan ve karacigerin en sik rastlanan primer malign timori
olan HCC’nin molekiiler mekanizmasini aydinlatmak tizere bir dizi yiiksek kapsamli
mikrodizi analizleri g¢esitli arastiricilar tarafindan yuritilmiistir. Tez projesi
kapsaminda, s6z konusu calismalar ileri biyoinformatik ve biyoistatistiksel yazilimlar
birlikte analiz edilmis ve HCC’nin gelismesinde islevi olan potansiyel gen adaylar1 ve
potansiyel metabolik yolaklar tespit edilmistir. Calisma kapsaminda iki mikrodizi
temelli transkriptom veri seti analiz edilmistir. Bu veri setlerine ait temel 6zellikler

Tablo 3.1°de 6zetlenmistir.

Tablo 3.1. HCC ile yiiriitiilen transkriptom g¢alismasina ait temel bilgiler (a) Illumina
Human Whole-Genome DASL HT platformu ve (b) Affymetrix Human
Genome U219 Array (HG-U219) platformlari kullanilmistir.

GEO Erisim Platform ID Ornek Calismanin Amaci Kaynakea
ID Sayisi numarasli

Bu ¢aligmada, arsivlenmis FFPE
ornekleri ve taze olarak elde edilmis
dokularin transkriptomik analiz
performanslar1 karsilagtirmali
olarak degerlendirilmistir. Bu
GSE46444  GPL13369 @ 136 eksende, 83 arsiv (6-8 yillik) HCC (175)
FFPE dokusu (5 6rnek igin 2 doku
alinmis olup toplamda 88 6rnek) ve
47 yeni alinmis karaciger siroz
dokusu (bir 6rnek igin 2 doku
alinmis olup toplamda 48 6rnek) ile
toplamda 136 doku mikrodizi
transkriptom yontemi ile
karsilagtirilmis ve sonug olarak, ¢ok
yillik FFPE dokusu ile yapilan
mikrodizi transkriptom ¢aligmasinin
HCC hastaliginin tehsisi ve hastalik
simiflandirilmasinda kullanilabilir
oldugu goriilmiistiir. Calismada
hastaligin molekiiler siiregleri
hakkinda ciddi bilgi verilmemistir.
Bu baglamda, s6z konusu veri
setinin tez ¢aligmasinda
kullanilmas: diisiintilmektedir.
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Ornek saysi1 agisindan oldukca
kapsamli olan bu ¢aligsmada, 228
HCC ve 168 karaciger siroz dokusu
mikrodizi transkriptom yontemi ile
analiz edillmistir. Bu ¢alismay1
o6nemli kilan etmen ise, hem DNA
metilasyon mikrodizi analizini hem (176)
de transkriptom mikrodizi analizini
GSE63898  GPL13667 396 icermesidir. Boylece, kapsaml
transkriptom analizlerinin yani sira,
metilasyon profilinin biitiinsel (ing.
integrative) analiz ile
mortalite/epidriver genler ortaya
konulmustur. Caligma ¢ogunlukla
sagkalim ve gen
ekspresyonu/metilasyon profili
arasinda goriilebilecek potansiyel
genler lizerine yogunlagmustir.
Bununla birlikte, ileri islevsel
zenginlestirme analizleri
bulunmamaktadir.

FFPE: formalinle fikse edilmis ve parafine gomiilmiis

Her iki ¢alismada gerek orneklem biiyiikliigii gerekse deneysel tasarim agisindan
HCC hastalig: ile ilgili 6nemli molekiiler veri saglamaktadir. Bununla birlikte, her iki
calisma; gen ontolojisi, metabolik yolak, gen seti zengilestirme, anlamli genlerin
promotor dizilerine iliskin analizler, transkripsiyon faktorler analizleri, protein-protein
etkilesimi ve gen-gen ag (network) analizleri ve potansiyel hub genlerin ortaya
konulmasi agisindan smirli bilgi saglamaktadir. Bu nedenle, bu ¢alisma kapsaminda séz
konusu analizlerin yani sira hiper/hipo metilasyona ugrayan genler ve bu genlerin rol

aldig1 yolaklar belirlenmistir.

3.1.2. Transkriptom Mikrodizi (Microarray) Analizi

Tim transkriptom mikrodizi veri seti ".cel" ve ".txt" formatinda NCBI GEO
(NCBI: National center for biotechnology information, GEO: Gene expression
omnibus) veritabanindan  (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gds) indirilmistir. Tim
analizler R platformunda c¢esitli Bioconductor (https://bioconductor.org/) paket
programlari ile gerceklestirilmistir. Calismalarin deneysel tasarimlar1 farkli oldugu i¢in
"GSE46444" ve "GSE63898" veri setleri ayr1 ayr1 analiz edilmistir. Bununla birlikte, s6z
konusu caligmalar farkli mikrodizi platformlari (GSE46444 Illumina, GSE63898) ve
problari ile analiz edildigi i¢in konsensiis gen isimleri ve ID’leri biomaRt v2.52.0 (177)
paketi ile tespit edilmistir. Boylece, mikrodizi platformu farketmeksizin tiim gen

isimleri insan referans genomuna (GRCh38) uygun hale getirilmistir. Oncelikle, tiim
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mikrodizi veri seti, arkaplan diizeltmesi (ing. background correction), log2 doniisiimii
ve kantil normalizasyonu affy v1.75.0 (178) paketi igerisinde yer alan "Robust
Multichip Average (RMA)" yontemi ile yapildi ve veri seti analize hazir hale
getirilmistir.

"GSE46444 " ve "GSE63898" veri setlerinde gruplar arasi farkli eksprese edilen
genler limma v3.52.4 (179) paketi ile belirlenmistir (kat artisi, log2FC >1, p<0.05,
Benjamini and Hochberg False Discovery Rate; Benjamini and Hochberg yanlis bulgu
orant). Bu kriterler hem ekspresyonunda artig goriilen (ing. up-regulated) hem de azalis
goriilen (ing. down-regulated) genler igin gegerli olacaktir. Gruplar arasinda gen
ekspresyon degerleri acisindan uyum olup olmadigi temel bilesenler analizi (ing.
principal component analizi) yapilacak ve gruplarin kiimelenme durumlari ise ClustVis
(180) internet araci ile gorsellestirilmistir. Gruplar arasindaki gen ekspresyon
degerlerine iliskin farkliliklarin gorsellestirilmesi (volcano plot, MA plot, heatmap vb.)
cesitli R paket programi ile gergeklestirilmistir (cogunlukla, ggplot2). Gen
ekspresyonunda farklilik gosteren genlerin biyolojik siire¢ (BP: biological process),
molekiiler islev (MF: molecular function) ve hiicresel bilesen (CC: cellular component)
gibi kategorilerine iliskin gen ontoloji (GO) zenginlestirme analizleri ve yolak analizleri
ShinyGO v0.61 (http://bioinformatics.sdstate.edu/go/) programinin yani sira, g: Profiler,
GSEA, Cytoscape ve EnrichmentMap yazilimlarini bir arada kullanan ve Reimand ve
arkadaslariin (181) gelistirdigi yontemler izlenerek gerceklestirilmistir. Protein-protein
etkilesim analizleri STRING v11.5 (182) internet araci kullanilarak gergeklestirilmistir.
Gen seti zenginlestirme analizleri GeneCodis4 (183) yazilimi, gen ortak ifade (co-
expreson) agi ise CoExp (184) ve CEMiTool (185) yazilimlari ile olusturulmustur.

GSE63898 calismasi ile paralel yiiriitilen metilasyon profilleme arastirmasi da
bulunmaktadir. DNA metilasyon profilleme ¢alismasinda Milan ve Barselona’da HCC
hastalarindan elde edilen 221 veri seti bulunmaktadir. Ayrica, Fransa’da 83 HCC hastasi
da validasyon veri seti olarak yer almaktadir. Sonug olarak, transkirptomik analizin yan

sira, toplamda 304 HCC hastas1 ile DNA metilasyon ¢alismasi kullanilmgtir.

3.2. Tiim Genom Bisiilfit Dizileme (WGBYS)

DNA metilasyonu sitozin niikleotidine metil (CH3-) grubunun eklenmesini
iceren biyokimasal silire¢ olarak tanimlanmaktadir. Metilasyon grubunun eklenmesi
sonucu meydana gelen epigenetik modifikasyon hiicreler boliinlirken veya embriyonik

kok hiirelerden 6zgiin hiicre tiplerine farklilasirken gen ekspresyonunun kararli olarak
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degisimine sebebiyet vermektedir. Cogunlukla gerceklesen epigenetik modifikasyon
kalic1 ve tek yonlii olarak gergeklesmektedir. Boylece farklilasmis hiicrenin kok hiicreye
veya farkli bir hiicre tipine doniismesi molekiiler diizeyde engellenmis olur. Sitozin
niikleotidinin 5. poziyonunda gergeklesen DNA metilasyon gen ekspresyonunda
azalmaya neden olmaktadir ve incelen hemen hemen tiim omurgalilarda bu epigenetik
modifikasyon gozlenmektedir. Yetiskin somatik hiicrelerde DNA metilasyonu tipik
olarak CpG diniikleotid birimlerde meydana gelmektedir. Bununla birlikte, CpG dis1
metilasyon ise embriyonik kok hiicrelerde karakteristik ve yaygin olarak
gozlenmektedir. DNA metilasyonunun hiicre igerisindeki diger 6nemli bir gorevi ise;
zaman igerisinde konak genomu ile biitiinlesmis endojen retroviriislere ait genlerin
ekspresyonunu baskilamaktir. DNA metilasyonu ayni zamanda embriyonik gelisim
sirasinda organ olusum siirecinde rol oynayan kromatin yapisinin temelini
olusturmaktadir. Ayrica, CpG metilasyonu basta kanser tiirleri olmak iizere
norodejeneratif hastaliklarin gelisiminde ¢ok onemli rol oynamaktadir. Kisaca DNA
metilasyonu normal hiicresel islevlerin siirdiiriilmesi, genetik damgalama, embriyonik
gelisim ve timoérogenez siirecinde islev géormesi nedeniyle genom diizeyinde metilasyon
profilinin ortaya konulmasi 6nem kazanmistir. PCR yontemiyle tespit edilebilen gene
0zgli metilasyon durumunun belirlenmesinin aksine, genom diizeyinde metilasyon
profili (ing. whole genome DNA methylation profiling veya WGBS: whole genome
bisulfite sequencing) NGS (next-generation sequencing: Yyeni nesil dizileme)
yaklasimlart ile ortaya konulmaktadir.

WGBS tiim genom diizeyinde metilasyon profilini belirlemek i¢in gelistirilmis
bisiilfit muamelesi ve yeni nesil dizileme teknolojisinin miisterek kullanildigi deneysel
bir yontemdir. Bilindigi {izere, bisiilfit muamelesi metilasyona ugramamis (ing.
unmethylated) sitozin niikleotidinin urasile donlismesine, metile olmus sitozin
niikleotidi ise degisime ugramamaktadir. Dolayist ile genomik DNA’nin bistilfid
muamelesi sonrasinda metile- olan ve metile-olmayan bolgeleri yeni nesil dizileme
reaksiyonu sonucunda genom diizeyinde tespit edilebilmektedir. S6z konusu yontemin
su avantajlar1 bulunmaktadir; (i) genomda yer alan her sitozin niikleotidinin metilasyon
durumunun tespit edilmesi, (ii) her tiir igin ¢alisgilmasina olanak vermesi ve (iii)
metilasyon analizinde standart (ing. gold standard) yontemdir. Asagida belirtilen is
akisinda WGBS yontemine ait deneysel ve biyoinformatik asamalar yer almaktadir.
Burada yer alan ornekte tez ¢aligmasi kapsaminda yer alan HCC, kontrol ve siroz

hastaligina yer verilmistir (Sekil 3.1).
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Tiim-genom bisiilfit dizileme ( Whole genome bisulfite sequencing)

Bisiilfit tiim Genom Metilasyon
Biyoinformatik Analizleri

|

1-Bistlfit muamelesi
2-Tim Genom kitiphane
hazirlama
3-Yeni nesil dizileme

HCC DNA
Siroz DNA

Sekil 3.1. Tiim genom bisiilfit dizileme (WGBS) deneysel ve biyoinformatik is akist.

3.2.1. Tiim Genom Bisiilfit Dizileme (WGBS) Biyoinformatik Analizleri

Bu tez arastirmas1 kapsaminda HCC, kanserli olmayan karaciger dokusu, saglikli
karaciger dokusu ve sirozZlu WGBS projelerine ait acik verilerin analizi
gerceklestirilmistir. S0z konusu projelere ait “.fastq” formatindaki veriler NCBI
Sequence Read Archive (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra) veri tabanindan elde
edilmistir. Veri taban1 arama kriteri ise; ["hepatocellular carcinoma" + "liver tissue" +
"cirrhosis"+ "adjacent noncancerous liver tissue™ + "human™"] anahtar kelimelerini
kapsamistir. Bununla birlikte, ["cell” + "cell line" + "murine” + "mouse” + "rat"]
kelimeleri ile eslesen okumalar analizden ¢ikarilmistir. SRA veri tabanindan veriler
SRA Toolkit 3.0.3 (https://github.com/ncbi/sra-tools) yazilimi ile is istasyonlarina
indirilmistir. Analize hazir yiiksek kaliteli okumalarin elde edilebilmesi i¢in oncelikle
ham verilerin filtrelenmesi gereklidir. Filtreleme islemi Trimmomatic v0.39 (186) ve
fastp v0.20.0 (187) yazilimlar1 kullanilarak gerceklestirilmistir. Filtreleme islemi su
adimlar1 kapsamaktadir; (i) adaptdr dizilerinin kaldirilmasi, (i1) dustk kaliteli
okumalarin filtrelenmesi (< Q20, Phred skoru), (iii) baz uzunlugu 50 b¢’nin altindaki
okumalarin kaldirilmasi ve (iv) okumalarin ilk 5 bazinda goriilen diisiik kaliteli dizilerin
uzaklastirilmasidir. Filtreleme isleminden once ve sonra okumalarin FASTQC v0.11.9
(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/) yazilimi ile gorsellestirilmis
ve MultiQC v1.6 (188) araci dosyalarin biraraya getirilerek kalite kontrol dosyasi

olusturulmustur.Asagidaki tabloda yer alan 6zet verileri WGBS ¢alismasi i¢in se¢ilmis
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ve kullanilmistir (Tablo 3.2). Tiim orneklere ait ayrintili veriler ise EK-1 seklinde
("excel" formatinda) sunulmustur. Ozet istatisiksel bilgiler SeqKit v2.3.1 yazilimi ile
elde edilmistir (189).

Tablo 3.2. WGBS c¢alismasi i¢in NCBI SRA veritabanindan se¢ilen HCC, kanserli
olmayan karaciger dokusu, saglikli karaciger dokusu ve sirozlu karaciger
doku orneklerine ait dzet istatistik verisi.

Doku Tipi Ornek Sayis1 ~ Ortalama Okuma Ortalama Niikleotid
(n) Savisi Savisi

HCC Dokusu 34 10.690.595 744.661.764

Saglikli Karaciger Dokusu 27 5.132.889 518.421.848

Kanserli Olmayan Karaciger 7 23.028.257 1.278.260.601

Dokusu

Sirozlu Doku 8 30.104.184 1.535.313.410

Filteleme islemi sonrasi elde edilen yiiksek kaliteli veriler oncelikle referans
insan genomuna (GRCh38/hg38) Bowtie2 v2.5.0 (190) yazilimi ile hizalanmistir.
Genoma hizalanmis ".sam" formatindaki veriler Samtools v1.16.1 (191) yazilimi ile
"bam" formatina ¢evrilerek metilasyon analizleri i¢in hazir hale getirilmistir. Genom
diizeyinde metilasyona ugrayan bolgelerinin ¢agrilmasi ise yaygin kullanilan Bismark
v0.24.0 (192) yazilimi ile gergeklestirilmistir.

Gruplar arasinda metilasyon profilinde goriilen farkliligin istastistiksel agidan
anlamli olarak belirlenmesi i¢in DSS v2.46.0 Bioconductor (http://www.bioconductor.
org/packages/release/bioc/html/DSS.html)  paketi kullanmistir. Daha sonra farkli
metilasyon profilene (hipo-, hiper- metilasyon) sahip genomik lokasyonlar bedtools
v2.30.0 (193) ile cikarilmis ve farkli bir dosyaya kaydedilmistir. Elde edilen bu
dosyalarin  annotasyonlar1  Biomart  (https://www.ensembl.org/info/data/biomart/
index.html) web araci ile gergeklestirilmistir. Elde edilen genlerin biyolojik stireg,
molekiiler islev ve hiicresel bilesen gibi gen ontoloji (GO) kategorileri ShinyGO v0.76.3
(194) web araci ile gergeklestirilmistir.

3.3. MeDIP-Sequencing (Methylated DNA immunoprecipitation sequencing)

MeDIP-Seq (MEDIP dizileme) genom diizeyinde metilasyon profilinin ortaya
konulmasinda kullanilan yeni nesil dizileme teknolojisine dayali diger bir deneysel
yontemdir. WGBS yaklasiminda kullanilan bisiilfit muamelesinin aksinu bu yontemde

5mC veya 5ShmC modifikasyonuna 6zgii 6zgiin antikorlar kullanilmaktadir. Ozgiin
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antikorlarin kullanimu ile metillenmis sitozin niikleotidleri arastirilabilir ve yeni nesil
dizileme teknolojisi ile metillenmis genomik DNA bolgesi dizilenebilir. Oncelikle,
Ozglin antikorlar 5SmC bolgelerine baglanir ve fragmentasyon sonrasi anti-5mC
antikorlar1 ile isaretlenmis genomik DNA’lar immiinopresipitasyon yontemi ile
coktiirtliir ve saflagtirilir. Bu islemleri takiben, standart yeni nesil dizileme yontemi ile
kiitliphane kurulur ve DNA fragmentleri dizilenir. WGBS yontemi ile kiyaslandiginda
MEDIP-Seq yaklasiminin ¢oziiniirliigiiniin zayif ve daha az sayida DMR (ing.
differentially methylated region) tespit edebilmesine ragmen, genomda daha yliksek
kapsamda analize imkan tanimaktadir. Bu nedenle, tez projesi kapsaminda HCC
hastaligina iliskin daha kapsamli bilgi etmek i¢in WGBS ydnteminin yani sira MEDIP-
Seq yontemi de metodoloji olarak benimsenmistir. MEDIP-Seq yontemi Sekil 3.2°de

Ozetlenmistir.

Me 10
»Mmégommggﬁwmggom

Metillenmis DNA Bdlgesi

Mo Sonikasyon ve Denatiirasyon
V4 CG/\\/\CG/\
NS\ M NS\
\ /e x\/‘&;’\

Metillenmis DNA bélgesinin 5mC
Antikoru ile Zenginlestirilmesi

’}T

100-300 Baz Cifti Uzunlugunda DNA Fragmentlerin Dizilenmesi

Sekil 3.2. MeDIP-Seq deneysel is akis1 (195)

3.3.1. MEDIP-Seq Biyoinformatik Analizler

Tez kapsaminda HCC ve kanserli olmayan karaciger dokusuna ait MEDIP-Seq
acik verilerin analizi gergeklestirilmistir. WGBS projesine benzer sekilde ve veri tipi
acisindan homojenlik olusturmak i¢in ayn1 parametreler ile veri se¢cimine gidilmistir. Bu

baglamda, s6z konusu projelere ait ".fastq" formatindaki veriler NCBI Sequence Read
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Archive (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra) veri tabanindan elde edilmistir. Veri tabani
arama Kriteri ise; ["hepatocellular carcinoma™ + "adjacent noncancerous liver tissue" +
"human"] anahtar kelimelerini kapsamistir. Bununla birlikte, ["cell" + "cell line" +
"murine" + "mouse" + "rat"] kelimeleri ile eslesen okumalar analizden ¢ikarilmistir.
Toplamda 26 HCC’li ve 26 onunla eslenik kanser olmayan karaciger dokusu olmak

tizere 52 ornek analize dahil edilmistir (Tablo 3.3).

Tablo 3.3. HCC ve kanserli olmayan eslenik karaciger dokusuna ait MEDIP-Seq
orneklerinin 6zet istatistik verisi.

Ornek Sayis1 ~ Ortalama Okuma  Ortalama Niikleotid

Doku Tipi (n) Sayisi Sayis1
HCC Dokusu 26 22.254.325 836.263.008
Kanserli Olmayan Karaciger 2 93.025.232 865.227 639

Dokusu

Yine WGBS analizlerine benzer sekilde tiim bu 52 MEDIP-Seq verisi SRA veri
tabanindan veriler SRA Toolkit 3.0.3 (https://github.com/ncbi/sra-tools) yazilimi ile is
istasyonlaria indirilmistir. Analize hazir yiiksek kaliteli okumalarin elde edilebilmesi
icin Oncelikle ham verilerin filtrelenmesi gereklidir. Filtreleme islemi Trimmomatic
v0.39 (186) ve fastp v0.20.0 (187) yazilimlar1 kullanilarak ger¢eklestirilmistir.
Filtreleme islemi su adimlar1 kapsamaktadir; (i) adaptor dizilerinin kaldirilmasi, (ii)
diisiik kaliteli okumalarin filtrelenmesi (< Q20, Phred skoru), (iii) baz uzunlugu 50
b¢’nin altindaki okumalarin kaldirilmasi ve (iv) okumalarin ilk 5 bazinda goriilen diisiik
kaliteli dizilerin uzaklastirilmasidir. Filtreleme isleminden Once ve sonra okumalarin
FASTQC v0.11.9 yazilimi ile gorsellestirilmis ve MultiQC v1.6 (188) araci dosyalarin
biraraya getirilerek kalite kontrol dosyasi olusturulmustur. Disiik kaliteli dizilerin
filteleme islemi sonrasi elde edilen yliksek kaliteli veriler oncelikle referans insan
genomuna (GRCh38/hg38) Bowtie2 v2.5.0 (190) yazilimi ile hizalanmistir. Genoma
hizalanmig ".sam" formatindaki veriler Samtools v1.16.1 (191) yazilimi ile ".bam"
formatina ¢evrilerek MEDIP-Seq analizleri i¢in hazir hale getirilmistir. WGBS
analizinden farkli olarak genom diizeyinde metilasyona ugrayan bolgeler QSEA v1.24.0
Biocondutor paketi (196) ile ¢agrilmistir. Yine, gruplar arasinda metilasyon profilinde
goriilen farkliligin istastistiksel agidan anlamli olarak belirlenmesi i¢in QSEA v1.24.0
Biocondutor paketi kullanilmistir. Farkli metilasyona sahip (hipo-, hiper- metilasyon)

genomik lokasyonlarin CpG adalar1 metilasyon profili (metilasyon yogunlugu) ile
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islevsel annotasyonlar1 ise Biomart (https://www.ensembl.org/info/data/biomart/
index.html) web arac1 ile gerceklestirilmistir. Istatistiksel agidan onemli genlerin
biyolojik siire¢, molekiiler islev, hiicresel bilesen gibi gen ontoloji (GO) kategorileri ile
Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) metabolik yolak analizleri
ShinyGO v0.76.3 (194) web araci ile gerceklestirilmistir. Annotasyonda ayrica Annotatr
v1.24.0 Biocondutor paketi kullanilmistir (197).

3.4. Tez Cahismasimn Etik ve Finansal Destek Yonleri

Bu lisansiistii tez ¢aligmasinin uygunlugu inénii Universitesi Saghk Bilimleri
Enstitlisti’niin 05.10.2022 tarih ve 44 numarali toplantisinda goriisiilmiis ve 2022/44-08-
05 numarali karar sayisi ile uygun goriilmiistiir. Ardindan tez ¢aligmasina baslamadan
once Inénii Universitesi Saghk Bilimleri Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar ve
Yayin Etik Kurulu Bagkanligi’ndan 23.05.2023 tarih ve 3935 sayili etik kurul onayi
alinmistir. Bu tez c¢alismasinda kullanilan agik erisimli genetik tabanli verilerin
Biyoinformatik analizi i¢in gerekli olan finansal destek Indnii Universitesi Bilimsel
Aragtirma Projeleri Birimi Koordinatorliigiiniin 24.11.2022 tarih ve 2022/15 numarali
toplantisinda goriisiilmiis ve TYL-2022-3138 proje koduyla onaylanmustir.
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4. BULGULAR

4.1. Mikrodizi (Microarray) Transkriptom Analiz Sonuclar:

GSE46444 veri setinde FFPE (formalinle fikse edilmis ve parafine
gomiilmiis)’ye gomiilmiis 48 sirozlu karaciger dokusu ile 88 HCC’1i karaciger dokusu
transkriptomik mikrodizi ile karsilagtirilmistir. Normalizasyon sonrasu c¢aligilan veri
setinde Ornek heterojenitesinin grup farketmeksizin yiiksek oldugu UMAP (ing.
Uniform Manifold Approximation and Projection) kiimeleme analizinde gorilmistiir
(Sekil 4.1.). Kiimeleme analizi gruplar arasi ayrimi1 6nemli Olclide sergilememesine
ragmen, sirozlu orneklerin kismen birarada oldugu goriilmektedir. Siroz HCC onciisii
olabilecek patolojik durum olmasi nedeniyle gruplar arasinda ciddi ayrim
gozlenmeyebilir. Diger bir sebep ise, mikrodizi transkriptom analizleri FFPE
orneklerinden ¢alisildig i¢in, yiliksek kaliteli RNA’larin aksine elde edilen RNA’nin

olduk¢a degradasyona ugramis olmasi olabilir.

GSE46444: UMAP(nbrs=15)

Group

‘.’ e AS_FFPE_Liver_Cirrhotic
o ® AS FFPE_Liver_Tumor

-1 &
.".‘Jr.::'“
o ®og0
| o#® ©

Sekil 4.1. Sirozlu ve HCC transkriptom profilinin UMAP dagilimi (Yesil Noktalar:

Sirozlu 6rnekler, Mor noktalar: Hepatoselliiler 6rnekler).
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Ayrica, iki grup arasinda gen ekspresyon diizeyinde (yiiksek 1 up-regulated,
diisiik | down-regiilated) istatistiksel agidan 6nemli farklar bulunmustur (|log2FC| > 1.0,
p <0.05). HCC’li grup ile karsilastirildiginda siroz grubundaki karaciger o6rneklerinde
423 genin ekspresyonunda arts ve 98 genin ekspresyonunda ise diisiis tespit edilmistir.
Tersine bakildiginda sirozlu grupla karsilastirildiginda; HCC’li gruptaki 98 genin
ekspresyonunun arttigi, buna karsin 423 genin ise ekspresyonunun diistiigii seklinde de
aciklanabilir (Sekil 4.2). iki grup arasinda ekspresyon artis1 ve diisiisii gsteren ilk 25
protein kodlayan genlere ait bilgiler Tablo 4.1 ve Tablo 4.2° de sunulmustur. Bu genlere

ait 1s1 grafigi ise Sekil 4.3” de sunulmustur.

log2(fold change)
0

o -|Padj<0.05
« down ’
* up
(".) 1] 1] | 1 1 |
5 E 10 12 14 16

log2(expression)

Sekil 4.2. Sirozlu ve HCC grubu arasinda gen ekspresyonu artan (kirmizi noktalar) ve

azalan genlerin (mavi noktalar) MA grafigi.
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Tablo 4.1. GSE46444 veri setinde HCC’ye gore sirozlu karaciger dokusunda
ekspresyon artis1 tespit edilen ilk 25 gen (genler adj P-value gore

siralanmistir).

ID adj.P.val P.Value Log2FC Gl GB_ACC

ILMN 2136010 5.13E-16 1.08E-20 2.2653643 NM 000670.3 ADH4
ILMN 1702383 2.93E-13 1.24E-17 1.5707109 NM 001297.1 CNGB1
ILMN 2147251 6.92E-13 4.39E-17 1.6130769 NR 001565.1 MGC10997
ILMN 1786720 1.35E-11 1.41E-15 3.0695491 NM 006017.1 PROM1
ILMN 2141650 1.35E-11 1.89E-15 1.7351626 NR 002819.1 MALAT1
ILMN 2245686 2.18E-11 3.68E-15 1.503838 NM 003918.2 GYG2

ILMN 2297096 3.42E-11 6.51E-15 15116106  NM 001017526.1 ARHGAPS

ILMN 1718766 4.68E-11 9.90E-15 3.0659617 NM 005949.2 MT1F
ILMN 2199389 6.40E-11 1.49E-14 2.942844 NM 004624.2 VIPR1
ILMN 1732537 6.74E-11 1.71E-14 1.1169017 NM 017802.2 HEATR2
ILMN 2346137 1.28E-10 3.53E-14 1.3014018 NM 001044387.1 ZNF557
ILMN 1714057 2.39E-10 7.06E-14 1.9520979 NM 004108.2 FCN2
ILMN 2126802 3.54E-10 1.12E-13 1.3382916 NM 015920.3 RPS27L
ILMN 2215382 9.46E-10 3.40E-13 1.046457 NM 175066.2 DDX51
ILMN 2100437 1.12E-09 4.26E-13 1.6471325 NM 000518.4 HBB
ILMN 2389851 1.79E-09 7.55E-13 1.5094376 NM 006879.2 MDM2
ILMN 2149400 6.13E-09 2.90E-12 1.3022124 NM 020675.3 SPC25
ILMN 2346562 6.13E-09 2.98E-12 1.2965792 NM 021148.2 ZNF273
ILMN 1687848 2.01E-08 1.06E-11 2.4883833 NM 000587.2 c7
ILMN 2184250 2.01E-08 1.11E-11 1.3491332 NM 004155.3 SERPINB9
ILMN 2357377 2.01E-08 1.07E-11 1.1782223 NM 003218.2 TERF1
ILMN 1683231 2.98E-08 1.76E-11 1.2859716 NM 138435.1 FAMB83F
ILMN 2127416 3.52E-08 2.23E-11 1.2504523 NM 000637.2 GSR
ILMN 1751607 3.76E-08 2.54E-11 1.9227058 NM 175066.2 DDX51
ILMN 2215382 9.46E-10 3.40E-13 1.046457 NM 006732.1 FOSB

adj.P.Val: Adjusted P value (diizeltilmis p degeri), log2FC: Logarithm of fold change (logaritmik kat
degisimi), GB_ACC: GenBank accession number (gen bankasi erisim numarasi), GI: Gene info (gene
bilgisi)
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Tablo 4.2. GSE46444 veri setinde HCC’ye gore sirozlu karaciger dokusunda

ekspresyon diisiisti tespit edilen ilk 25 gen (genler adj P-value gore

siralanmistir).

ID adj.P.val P.Value Log2FC Gl GB_ACC

ILMN 2131293 3.02E-07 3.19E-10 -2.794612 NM 001015050.1 ALG1L
ILMN 1674386 1.05E-05 2.49E-08 -2.3831282 NM 002653.3 PITX1
ILMN 1787266 1.10E-05 2.64E-08 -2.1452389 NM 003122.2 SPINK1
ILMN 2391458 2.39E-05 7.38E-08 -1.6111474 NM 022977.1 ACSL4
ILMN 1785252 5.95E-05 2.53E-07 -1.1433955 NM 134426.2 SLC26A6
ILMN 1757255 7.23E-05 3.28E-07 -2.0781729 NM 058197.3 CDKN2A
ILMN 1776516 9.59E-05 4.93E-07 -1.3277727 NM 002220.1 ITPKA
ILMN 1688543 1.69E-04 1.18E-06 -2.2565236 NM 001643.1 APOA2
ILMN 1717173 2.00E-04 1.52E-06 -1.0954115 NM 018098.4 ECT2
ILMN 2051373 3.01E-04 2.70E-06 -1.0149922 NM 002497.2 NEK2
ILMN 2360291 3.48E-04 3.25E-06 -1.3762846 NM 020120.2 UGCGL1
ILMN 1809590 4.23E-04 4.25E-06 -1.443501 NM 016095.1 GINS2
ILMN 1678841 4.70E-04 4.98E-06 -1.3529373 NM 006398.2 UBD
ILMN 1811238 5.94E-04 7.15E-06 -1.7252767 NM 052947.3 ALPK2
ILMN 1712803 1.16E-03 1.94E-05 -1.1197562 NM 031966.2 CCNB1
ILMN 2354140 1.44E-03 2.81E-05 -1.2402484 NM 181528.2 NATS5
ILMN 2209515 1.77E-03 3.84E-05 -2.0751683 NR 002739.1 SNORD56
ILMN 1737813 1.78E-03 3.86E-05 -1.4745061 XM 001132636.1 PRNPIP
ILMN 1756849 1.96E-03 4.48E-05 -1.5426093 NM 021052.2 HIST1H2AE
ILMN 1694268 2.17E-03 5.33E-05 -1.2911237 NM 018645.3 HES6
ILMN 1657204 2.74E-03 7.59E-05 -1.9435086 NM 005500.1 SAE1l
ILMN 2322346 2.82E-03 7.89E-05 -1.032828 NM 175729.1 SSX4
ILMN 1806692 2.83E-03 7.95E-05 -1.2883191 NM 000521.2 HEXB
ILMN 1777725 2.85E-03 8.06E-05 -1.2067761 NM 144703.2 LSM14B
ILMN 2409220 3.16E-03 9.49E-05 -1.1261905 NM 012484.1 HMMR

adj.P.Val: Adjusted P value (diizeltilmis p degeri), log2FC: Logarithm of fold change (logaritmik kat
degisimi), GB_ACC: GenBank accession number (gen bankasi erisim numarasi), GI: Gene info (gene

bilgisi)
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Sekil 4.3. Sirozlu ve HCC grubu arasinda ekspresyonunda farklilik gosteren ilk 50
genin 1s1 grafigi (GSE46444 veri seti).

Iki grup arasinda ekspresyonunda farklilik gériilen protein kodlayan genler ile
islevsel annotasyon (biyolojik siireg, molekiiler islev, hiicresel bilesen) ve KEGG
metabolik yolak zenginlestirme analizleri gerceklestirilmistir ve sonuglar Tablo 4.3,

Tablo 4.4, Tablo 4.5, Tablo 4.6, Sekil 4.4 ve Sekil 4.5’te ayrintilariyla verilmistir.
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Tablo 4.3. GSE46444 veri setinde HCC’ye gore sirozlu karaciger dokusundaki
ekspresyonunda istatistiksel agidan farklilik gosteren genlerin zenginlestigi
biyolojik siirecler (FDR’ye gore siralanmistir)

Enrichment FDR nGenes ngg\eﬁy Fold Enrichment Pathway
4.052017373004786-08 17 118 8.31435314310234 Long-chain fatty acid
metabolic proc.

9.25316106971073¢-12 24 167 8.29385280072766 Olefinic compound
metabolic proc.

1.34295259215676e-07 16 117 7.89215622633344 Xenabiotic metag:ﬂ:f
6.22585751089486-08 17 125  7.84874936708861 Cellular response to
xenobiotic stimulus

1.36589941640796¢-07 16 119 7.75951494521859 Unsaturated fatty acid
metabolic proc.

1.34295259215676e-07 17 135 7.26736052508204  RESPOnse to xenobiotic
stimulus

2.5842886292527¢-07 17 147 6.67410660466718 Detoxification
8.234167712997916-08 19 166 6.605520817447 Cellular hormone
metabolic proc.

4.04755935098164¢-10 27 264 5.90230149597238 Response to toxic
substance

3.0313955234349¢-07 22 259 4.90212599579688 Hormone metabolic proc.
2.72954403676217¢-07 35 616  3.27905638665132 Cellular metal ion
homeostasis

2.58428862925276-07 37 675  3.16343928738865 Monocarboxylic acid
metabolic proc.

2.57108042818129¢-07 38 704 3.11510356731876 Cellular cation
homeostasis

3.40780778278899¢-07 38 719 3.05011531487122  Cellular ion homeostasis
2.093725500985766-07 50 1102 2.61848422890487 Carboxylic acid
metabolic proc.

2.0886503920785e-07 51 1135 2.59319913009535  Oxoacid metabolic proc.
4.46401863280507¢-07 51 1178 2.49854075777439  Cellularlipid metagfc')'cc
4.08839576313674e-08 65 1555  2.41237331596728 Lipid metabolic proc.
1.36589941640796e-07 72 1911  2.17436957256125 Homeostatic proc.

Enrichment: Zenginlestirme; FDR: False discovery rate (yanlig bulgu orani), Pathway: Yolak

41



Tablo 4.4. GSE46444 veri setinde HCC’ye gore sirozlu karaciger dokusundaki
ekspresyonunda istatistiksel agidan farklilik gosteren genlerin zenginlestigi
molekiiler islevler (FDR’ye gore siralanmistir)

Enrichment FDR nGenes (Pgiwg:ay Fold Enrichment Pathway
0.00106176328850607 3 4 43.2835443037975 Anandamide 8,9
epoxidase activity

7.99508555318435¢-05 6 19 18.2246502331779 NAD-retinol
dehydrogenase activity

0.000500398393326624 5 17 16.9739389426657 Arachidonic acid
epoxygenase activity

0.000108692002131146 6 21 16.4889692585895 Arachidonic acid
monooxygenase aCthlty

0.000486429621850252 6 28 12.3667269439421 Aromatase activity
8.52070616772582¢-06 9 43 12.0791286429202 Steroid hydroxylase
activity

0.31379282575115¢-05 8 44 10.4929804372842  Oxidoreductase activity
0.000327128546244309 7 39 10.3584550470626 Oxygen binding
0.000114853350878558 8 47 9.82321572852141  Oxidoreductase activity
0.0011197848066443 7 50 8.07959493670886 Cholesterol binding
1.42658412496162¢-06 15 121 7.15430484360289  Monooxygenase activity
0.000327128546244309 10 92 6.27297743533297 Alcohol binding
5.07804899805608¢-06 16 159 5.80743571371706 Heme binding
8.52070616772582¢-06 16 169 5.46380046438469 Tetrapyrrole binding
2.32770318864223e-05 16 184 5.01838194826637  Oxidoreductase activity
0.000500398393326624 13 169 4.43933787731256 Iron ion binding
0.00106176328850607 12 158 4.38314372696683  Oxidoreductase activity
1.9822809866189¢-07 43 835 2.97106392026074  Oxidoreductase activity
0.000102105757369892 46 1238 2.14436514590704 Transition metal ion

binding

Enrichment: Zenginlestirme; FDR: False discovery rate (yanlig bulgu orani), Pathway: Yolak
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Tablo 4.5. GSE46444 veri setinde HCC’ye gore sirozlu karaciger dokusundaki
ekspresyonunda istatistiksel agidan farklilik gosteren genlerin zenginlestigi
hiicresel bilesenler (FDR’ye gore siralanmustir).

Enrichment FDR nGenes ngx’;y Fold Enrichment Pathway
0.0111323775796193 3 7 24.7334538878843  Membrane attack complex
0.0299607067686291 4 26 8.87867575462512 Pore complex
0.00772304071991529 9 105 4.94669077757685 Collagen trimer
0.0253756528432589 8 105 4.3970584689572 Azurophil granule lumen
0.00578731285408867 12 170 4.07374534623976 Primary lysosome
0.00578731285408867 12 170 4.07374534623976 Azurophil granule
0.0284165688285856 9 140 3.71001808318264 Blood microparticle
0.042853519730291 9 155 3.35098407513271 Peroxisome
0.042853519730291 9 155 3.35098407513271 Microbody
0.0270927732669155 11 193 3.28925034433003 Dendritic spine
0.0282351069112928 11 196 3.23890467579437 Neuron spine
0.0284165688285856 16 368 2.50919097413319 Secretory granule lumen
0.028974042262691 16 372 2.48221042602423  Cytoplasmic vesicle lumen
0.028974042262691 16 374 2.46893657347864 Vesicle lumen
0.0184971584737132 19 446 2.45855707555202 i‘)’('t'rz%‘zrl‘hfl‘;?tﬂgt'ﬂg
0.00578731285408867 25 600 2.40464135021097 Extracellular matrix
0.00578731285408867 25 601 2.40064028307252 External encapsulating

structure
0.00578731285408867 56 1881 1.71814884353192 '”teg::lr;‘;mrﬁ:;%?;ﬁ;
0.0111323775796193 3 7 24.7334538878843  Membrane attack complex

Enrichment: Zenginlestirme; FDR: False discovery rate (yanlis bulgu orani), Pathway: Yolak
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Tablo 4.6. GSE46444 veri setinde HCC’ye gore sirozlu karaciger dokusundaki
ekspresyonunda istatistiksel agidan farklilik gosteren genlerin zenginlestigi

metabolik yolaklar (FDR’ye gore siralanmigtir).

Enrichment FDR nGenes ngx’;y Fold Enrichment Pathway
3.28113110467977e-09 14 69 11.7095578792882 Drug metabolism
2.95481322569978e-08 12 60 11.5422784810127 Mineral absorption
1.32678402894817e-08 13 68 11.0330603127327 Retinol metabolism
4.47350117198117¢-00 14 74 109183715360031  Metabolism g;t’éiﬂ?gr'ﬁ;'gi%
1.24247171523338e-05 10 68 8.48696947133284 Chemical carcinogenesis
0.00295632814506478 6 43 8.05275242861348 Fatty acid degradation
0.00817325820084135 5 36 8.0154711673699 Tyrosine metabolism
0.0225909884358528 4 29 7.9601920558708 Linoleic acid metabolism
0.02176426644044 5 47 6.13950983032588 Pyruvate metabolism
0.00383058285715991 7 67 6.02954846023049  Glycolysis / Gluconeogenesis
0.00295632814506478 8 82 5.63037974683544 Peroxisome
0.00383058285715991 8 89 5.18754089034277 Bile secretion
0.0123016356796435 7 84 4.80928270042104  COMPlementand coagulation
cascades

0.0228905546118618 6 73 4,74340211548465 Platinum drug resistance
0.0160805935520511 8 115 4.0147055586131 Carbon metabolism
0.0225909884358528 9 155 3.35098407513271 Biosynthesis of cofactors
0.00003605584630444 16 350 2638235083743  \euroactive ligand-receptor
interaction

0.0225063400029033 15 354 2.44539798326539 PI3K-Akt signaling pathway
0.00383058285715991 22 530 2.39556723190829 Pathways in cancer
4.74534771656847e-08 61 1527 2.30543217859126 Metabolic pathways

Enrichment: Zenginlestirme; FDR: False discovery rate (yanlig bulgu orani), Pathway: Yolak
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AS FFPE Liver Cirrhotic vs AS FFPE Liver Tumor (KEGG)

Drug metabolism ®

Mineral absorption L J

Retinol metabolism

Metabolism of xenobiotics by cytochrome P450 ]

Chemical carcinogenesis d

Fatty acid degradation

Tyrosine metabolism nGenes
s sy ' 20
Linoleic acid metabolism e
@ «
Pyruvate metabolism | ——— [ XY
Glycolysis / Gluconeogenesis | ————¢
-log10(EnrichmentFDR)
Peroxisome [ ——9 8
Bile secretion| ——————@ 6
Complement and coagulation cascades | —————o 4
Platinum drug resistance | ———— 2

Carbon metabolism | ——e
Biosynthesis of cofactors | ———®
Neuroactive ligand-receptor interaction | —————@
PI3K-Akt signaling pathway | ————@
Pathways in cancer | ——@

Metabolic pathways | ——@

0 3 6 9 12
Fold Enrichment

Sekil 4.5. Sirozlu ve HCC’li gruplar arasinda metabolik yolak zenginlestirme grafigi
(GSE46444 veri seti).

GSE63898 veri setinde 228 HCC ve 168 sirozlu karaciger dokusu olmak tizere
396 ornek mikrodizi transkriptom yontemi ile analiz gerceklestirilmistir. FFPE’li doku
tipini iceren GSE46444 veri setinin aksine, normalizasyon sonrast GSE63898 veri
setinde yer alan HCC ve siroz gruplart UMAP kiimeleme analizinde oldukga basarili
sekilde ayrim gostermistir (Sekil 4.6). Bu durum, deneysel siirecin oldukca kontrollii ve
teknik hatalardan biiyiik 6l¢iide arinmis olduguna isaret etmektedir. Benzer sekilde,
GSE63898 veri setinde iki grup arasinda gen ekspresyon diizeyinde istatistiksel agidan
onemli farklar bulunmustur (Jlog2FC|] > 1.0, p<0.05). HCC’li grup ile
karsilagtirildiginda sirozlu o6rneklerde 1,261 genin ekspresyonu artmis, 458 genin
ekspresyonu ise azaldig1 goriilmiistiir (Sekil 4.7). Iki grup arasinda ekspresyonunda artis
ve azalig gosteren ilk 25 protein kodlayan genlere ait bilgiler Tablo 4.7 ve Tablo 4.8°de

verilmistir. Bu genlere ait 1s1 grafigi ise Sekil 4.8’de sunulmustur.
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GSE63898: UMAP(nbrs=135)
< - Group
® Cirrhosis
® Hepatocellular_Carcinoma
l %o
+ -
-3 -2 -1 0 1 2

Cirrhosis: Siroz, Hepatocellular carcinoma: HCC (Hepatoselliiler karsinom)

Sekil 4.6. Sirozlu ve HCC transkriptom profilinin UMAP dagilim1 (Yesil Noktalar:

Sirozlu 6rnekler, Mor noktalar: Hepatoselliiler 6rnekler).
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Sekil 4.7. Sirozlu ve HCC’li gruplar arasinda gen ekspresyonu artan (kirmizi noktalar)

ve azalan genlerin (mavi noktalar) Volkan grafigi.
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Tablo 4.7. GSE63898 veri setinde HCC’ye gore sirozlu karaciger dokusunda
ekspresyon artig1 tespit edilen ilk 25 gen (genler adj P-value gore

siralanmistir).

ID adj.P.val P.Value Log2FC GB_ACC Gl

11717912 s at 1.14E-135 2.32E-140 4.52 CXCL14 NM 004887
11731275 at 1.07E-131 4.31E-136 3.72 CLEC4G NM 198492
11728139 a at 2.34E-128 1.42E-132 2.61 ADAMTS13 NM 139025
11756838 a at 1.34E-127 1.08E-131 3.96 FCN2 NM 004108
11756059 a at 1.53E-127 1.55E-131 4.3 CXCL14 NM 004887
11731276 _x_at 5.04E-110 6.13E-114 2.98 CLEC4G NM 198492
11736982_at 4.51E-108 6.39E-112 3.27 COLEC10 NM 006438
11725216 _s_at 2.58E-104 4.18E-108 4.34 FCN3 NM 003665
11725200_a at 1.47E-101 2.69E-105 154 PTH1R NM 000316
11724619 at 9.52E-99 1.93E-102 1.88 RSPO3 NM 032784
11723068 _at 4.65E-96 1.13E-99 351 CRHBP NM 001882
11735149 at 3.04E-95 7.99E-99 1.68 ANGPTL6 NM 031917
11722687 _a_at 4.49E-94 1.36E-97 2.09 LIFR NM 001127671
11729824 at 4.54E-91 1.56E-94 1.69 BMPER NM 133468
11733298 a at 2.15E-90 7.85E-94 1.66 VIPR1 NM 004624
11717301 at 3.03E-90 1.17E-93 3.79 TACSTD2 NM 002353
11756904 _a_at 1.13E-89 4.56E-93 1.72 STAB2 NM 017564
11732904 a at 6.22E-87 2.64E-90 2.68 CLEC1B  NM 001099431
11717891 a at 3.34E-86 1.49E-89 1.6 ECM1 NM 004425
11720818 a at 3.77E-86 1.75E-89 3.09 CXCL12 NM 000609
11754563 a at 6.96E-86 3.38E-89 1.44 CCBE1 NM 133459
11742268 x_at 8.48E-85 4.30E-88 2.54 CLEC4M NM 001144904
11753257 _a at 4.54E-83 2.57E-86 2.89 CXCL12 NM 000609
11752118 x_at 1.01E-82 5.93E-86 142 TBXAZ2R NM 001060
11731862_at 1.18E-82 7.39E-86 3.03 CDH19 NM 021153

adj.P.Val: Adjusted P value (diizeltilmis p degeri), log2FC: Logarithm of fold change (logaritmik kat
degisimi), GB_ACC: GenBank accession number (gen bankasi erisim numarasi), GI: Gene info (gene
bilgisi)
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Tablo 4.8. GSE63898 veri setinde HCC’ye gore sirozlu karaciger dokusunda
ekspresyon diisiisii tespit edilen ilk 25 gen (genler adj P-value gore

siralanmistir).

ID adj.P.val P.Value Log2FC GB_ACC Gl

11748436 _x_at 4.43E-98 9.88E-102 -2.69 CAP2 NM 006366
11720970 _at 2.83E-83 1.55E-86 -3.34 TOP2A NM 001067
11742832 _a at 4.6E-76 4.75E-79 -2.5 ASPM NM 018136
11750144 x_at 2.7E-74 3.17E-77 -1.07 CCT3 NM 001008800
11717664 _s_at 3.68E-72 4.77E-75 -1.11 KLHL12 NM 021633
11717176 _at 1.78E-71 2.45E-74 -1.1 SNX27 NM 030918
11758149 s at 3.72E-71 5.27E-74 -1.9 RACGAP1 NM 001126103
11716920 at 4.24E-68 7.56E-71 -1.98 PLVAP NM 031310
11721562_a at 2.4E-67 4.51E-70 -1.37 FAM189B NM 006589
11721480 s _at 71.77E-67 1.5E-69 -1.18 GOLPH3L NM 018178
11758089 s _at 8.83E-67 1.72E-69 -2 HMMR  NM 001142556
11721042_at 2.99E-66 5.94E-69 -1.49 NSMCE?2 NM 173685
11722711 a at 3.09E-65 6.56E-68 -1.3 PPOX NM 000309
11718943 a at 2.88E-64 6.65E-67 -2.02 AURKA NM 003600
11717521 x_at 7.83E-64 1.87E-66 -1.91 PTTG1 NM 004219
11757699 x_at 9.2E-64 2.22E-66 -1.16 PSMD4 NM 002810
11751086 _x_at 1.41E-63 3.42E-66 -1.28 GBA NM 000157
11718790 at 1.63E-63 4.03E-66 -1.63 HES6 NM 001142853
11733695 a at 2.08E-63 5.19E-66 -2.52 UBE2C NM 007019
11747203 _x_at 7.95E-62 2.11E-64 -1.19 CLN3 NM 000086
11716336_a_at 6.07E-61 1.66E-63 -1.12 PRCC NM 005973
11736167_a at 5.18E-60 1.51E-62 -1.61 CCDC34 NM 030771
11755529 s_at 1.89E-59 5.78E-62 -1.01 ZNF322A NM 024639
11757036_x_at 4.42E-59 1.38E-61 -1.2 SAC3D1 NM 013299
11716358 s _at 8.76E-59 2.78E-61 -1.98 PRC1 NM 003981

adj.P.Val: Adjusted P value (diizeltilmis p degeri), log2FC: Logarithm of fold change (logaritmik kat
degisimi), GB_ACC: GenBank accession number (gen bankasi erisim numarasi), GI: Gene info (gene
bilgisi)
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Sekil 4.8. Sirozlu ve HCC’1i gruplar arasinda ekspresyonunda farklilik gdsteren ilk 100
genin 1s1 grafigi (GSE638984 veri seti).

iki grup arasinda ekspresyonunda farklilik gériilen protein kodlayan genler ile

islevsel annotasyon biyolojik siireg, molekiiler islev, hiicresel bilesen ve KEGG
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metabolik yolak zenginlestirme analizleri gergeklestirilmis ve sonuglar Tablo 4.9, Tablo
4.10, Tablo 4.11, Tablo 4.12, Sekil 4.9 ve Sekil 4.10’da ayrintilariyla verilmistir.

Tablo 4.9. GSE638984 veri setinde HCC’ye gore sirozlu karaciger dokusundaki
ekspresyonunda istatistiksel agidan farklilik gésteren genlerin zenginlestigi
biyolojik siirecler (FDR’ye gore siralanmistir).

Pathway

Enrichment FDR nGenes Genes Fold Enrichment Pathway
2.27328583057565¢-17 42 167 557697057247373  O'efinic compound metagfgf_
8.01036526384558¢-16 57 331 381867234062562  Carpoxylicacid biosy“tgre;if
1.98374277728846e-16 60 352 3.77984612663601 Steroid metabolic proc.
1.05262767697712e-17 68 414 3.64228650914491 Fatty acid metabolic proc.
0.78026469046677¢-27 107 675 3.5151635682375 MO”O;"";;%’%';"SE?
7.7849693026033%-16 79 584 2.9997135014125 Response to ;332?::;3
4.95709241762695¢-26 140 1102 2.81716299335485 Carboxylic acid metagfgf
2.34836366506075e-25 141 1135 2.75479182022318 Oxoacid metabolic proc.
2.39895532071157e-20 117 950 2.73103829612943 Inflammatory response
5.2127583307185¢-16 112 1017 2.44209527526218 Response to lipid
2.27328583057565e-17 142 1404 2.24278049375326 Response to cytokine
2.66757054326265¢-19 163 1639 2.20533304211783 Cell adhesion
5.53782430294381e-18 154 1555 2.19611895854968 Lipid metabolic proc.
3.63236471683964e-19 163 1646 2.19595434752802 Biological adhesion
2.30040218370398e-21 181 1832 2.19088024399776 Czﬁf;‘r’]'l‘;g tcooomxg’c‘;’uer’]‘(;
7.15139405605581e-17 153 1590 2.1338301152632 Cell migration
2.27328583057565¢-17 166 1769 2.08087402366304 Response to e“dgt?;”u‘;ﬂ:
2.27328583057565¢-17 169 1817  2.06251592718146 Reg. of cell population

proliferation

Enrichment analysis: Zenginlestirme analizi; FDR: False discovery rate (Yanlis bulgu oran1), Pathway:

yolak
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Tablo 4.10. GSE638984 veri setinde HCC’ye gore sirozlu karaciger dokusundaki

ekspresyonunda  istatistiksel acgidan  farklilik  goOsteren  genlerin
zenginlestigi molekiiler islevler (FDR’ye gore siralanmaistir).
Enrichment FDR nGenes ngx’;y Fold Enrichment Pathway
1.88052153197125¢-09 11 17 14,34859235523 epofyﬁgﬁégglﬁ.avc.ls
6.53686128380926e-09 13 28 10.2955808782657 Aromatase activity
2.57951230111518e-11 18 43 9.28259885983169 Steroid hydroxylase activity
4.02368179929045e-10 17 44 8.56765122037496 Oxidoreductase activity
1.09027251286369e-07 15 47 7.07715870519083 Oxidoreductase activity
1.52188606817732e-13 32 121 5.86448853587163 Monooxygenase activity
2.22219354047808e-13 36 159 5.02077674179576 Heme binding
1.36337308035185e-12 36 169 4.72368936062441 Tetrapyrrole binding
1.96657598514269¢e-13 39 184 4.70015648790391 Oxidoreductase activity
3.2639667952219e-11 34 169 4.46126217392305 Iron ion binding
4.03012637803852¢-10 34 185 4.053512405338g9 - Iacelluler matrix structural
9.24696014161281e-07 26 158 3.64906664039797 Oxidoreductase activity
3.16471764032381e-06 24 147 3.62042404510442 Oxidoreductase activity
1.83910810837617e-10 41 253 3.59359283923655 Glycosaminoglycan binding
1.41042115194913e-06 28 184 3.37447132464896 Heparin binding
1.26931089094021e-18 105 835 2.78848528623686 Oxidoreductase activity
2.1352104369373e-09 138 1722 1.77709838799333 Signaling receptor binding
1.52730071759966e-06 99 1238 1.77329130076752 Transition metal ion binding
1.71269713443196e-06 111 1446 170223775772156 " rotein-containing complex

binding

Enrichment analysis: Zenginlestirme analizi; FDR: False discovery rate (Yanlis bulgu orani)
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Tablo 4.11. GSE638984 veri setinde HCC’ye gore sirozlu karaciger dokusundaki

ekspresyonunda  istatistiksel acgidan  farklilik  goOsteren  genlerin
zenginlestigi hiicresel bilesenler (FDR’ye gore siralanmistir).

Enrichment FDR nGenes chi;t:r\]lgzy Fold Enrichment Pathway
4.56097746418143e-06 16 70 5.06859366314619 Platelet alpha granule lumen
1.05889557160392e-07 26 140 4.11823235130628 Blood microparticle
9.27543641718456e-05 17 100 3.76976653696498 Platelet alpha granule
3.51021940169203¢-20 74 446 3.67927622969412 Collagen-containing
extracellular matrix
3.17129764311454e-20 88 600 3.25234760051881 Extracellular matrix
3.17129764311454¢-20 88 601  3.24693604045139 External encapsulating
structure
4.56097746418143e-06 35 283 2.74250319671117 Basal part of cell
6.24340859099691e-05 29 240 2.67949092088197 Basolateral plasma
membrane
2.23308458935479e-05 32 265 2.6777475956244 Basal plasma membrane
3.74396456856492e-06 42 368 2.53085349348672 Secretory granule lumen
4.45697421913458e-06 42 372 2.50364001506213  Cytoplasmic vesicle lumen
4.56097746418143e-06 42 374 2.49025156578372 Vesicle lumen
3.95971152230525¢-05 36 328 243385214007782 e el
0.000108213454833219 37 360 2.27910722006053 Membrane raft
0.000108213454833219 37 360 2.27910722006053 Membrane microdomain
3.21432864232179¢-05 42 409  2.27714935355284 External side of plasma
membrane
7.98966016125633e-11 95 960 2.19441066796368 Cell surface
6.41433400553834e-06 62 677 2.03080654524137 Side of membrane
2.43598117902435e-06 104 1323 1.74316713282806 Plasma membrane region

Enrichment analysis: Zenginlestirme analizi; FDR: False discovery rate (Yanlig bulgu orani)
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Tablo 4.12. GSE638984 veri setinde HCC’ye gore sirozlu karaciger dokusundaki

ekspresyonunda  istatistiksel acgidan  farklilik  goOsteren  genlerin
zenginlestigi metabolik yolaklar (FDR’ye gore siralanmistir).

Enrichment FDR nGenes chi;t:r\]lgzy Fold Enrichment Pathway
1.7380515489285e-11 22 68 7.17429617761502 Retinol metabolism
5.41527970637281e-07 13 43 6.70409917654511 Fatty acid degradation
6.47102366642794e-10 20 68 6.52208743419547 Chemical carcinogenesis
6.47102366642794¢-10 20 69 6.42756442790278 Drug metabolism
3.93434491730006¢-07 14 49 6.33574207893274  'mtestinal immune network
for IgA production
5.50884583270273¢-10 21 74 6.29293301083184  Metabolism of xenobiotics
by cytochrome P450
6.47102366642794¢-10 22 84 5.80776357235501 Complement and
coagulation cascades
1.75471992846654e-10 24 92 5.7848079851125 Rheumatoid arthritis
7.75271168814308e-07 15 60 5.54377431906615 Mineral absorption
3.93434491730006e-07 16 65 5.45848548338821  Inflammatory bowel disease
8.9164799716463¢-07 15 61 5.45289277285195 Arachidonic acid
metabolism
8.04090594697217e-10 23 94 5.42582167397963 Staphylococcus aureus
infection
1.0512991075765e-07 18 75 5.3220233463035 PPAR signaling pathway
1.22572624189075e-07 18 76 5.25199672332582 Leishmaniasis
6.58848254272e-08 20 89 4.98316792725047 Bile secretion
1.01731915327503e-07 26 151 3.81822867008529 Phagosome
3.93434491730006e-07 24 141 3.77448464276844 Alcoholic liver disease
1.01731915327503e-07 43 354 2.69358526237112 PI3K-Akt signaling pathway
4.,30787936263117e-08 57 530 2.38486895235298 Pathways in cancer

Enrichment analysis: Zenginlestirme analizi; FDR: False discovery rate (Yanlis bulgu orani)
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AS FFPE Liver Cirrhotic vs AS FFPE Liver Tumor (KEGG)
Drug metabolism @
Mineral absorption ®
Retinol metabolism ®
Metabolism of xenobiotics by cytochrome P450 ]
Chemical carcinogenesis
Fatty acid degradation ©
Tyrosine metabolism nGenes
Linoleic acid metabolism : -
Pyruvate metabolism @ s
Glycolysis / Gluconeogenesis °
-log10(EnrichmentFDR)
Peroxisome | —————@ 8
Bile secretion | ————o 6
Complement and coagulation cascades | ——o 4
Platinum drug resistance | ———e 2
Carbon metabolism | ———e
Biosynthesis of cofactors | ————@
Neuroactive ligand-receptor interaction | ————@
PI3K-Akt signaling pathway | ———@
Pathways in cancer | ——@
Metabolic pathways | ——@
0 3 6 9 12
Fold Enrichment

Sekil 4.10. Sirozlu ve HCC’li gruplar arasinda metabolik yolak zenginlestirme grafigi
(GSE638984 veri seti).

4.2. WGBS (Tiim Genom Bisiilfit Dizileme) Sonuclar:

Bu tezin temel amact HCC gelisiminde rol oynayan biyolojik siireglerin

aydinlatilmasidir. Bu baglamda, trankriptomik mikrodizi analizinin yani sira,
kansinojenezde Onem tasiyan genom diizeyinde metilasyon profilinin ortaya
konulmasida amaglanmistir. Bu nedenle, NCBI SRA gibi a¢ik genomik verileri i¢eren
veri tabanlarindan tiim genom bisiilfid verileri indirilmistir ve i) "HCC metilasyon verisi
ile saglikli karaciger metilasyon verisi”, (ii) "HCC metilasyon verisi ile siroz metilasyon

verisi " karsilastirilmistir. Analiz sonuglar1 Tablo 4.13 ve Tablo 4.14’te sunulmustur.
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Tablo 4.13’de yer alan ve istatistiksel bakimdan 6nemli ilk 20 genomik bolge
incelendiginde; bu bolgelerde saglikli karaciger dokusuna goére HCC gdsteren
karacigerde hipermetilasyona ugrayan genlerin yer aldig tespit edilmistir. Tablo 4.14’te
ise, saglikli karaciger dokusuna gore HCC gosteren karacigerde hipometilasyona

ugrayan genomik lokasyonlar sunulmustur (Tablo 4.14).
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HCC genomunda yer alan tiim metilasyon (hipo-, hiper-) bolgeler yer
almaktadir. Istatistiksel agidan anlamli metilasyon bolgelerine ait islevsel annotasyon
kanser gibi hastaliklarin molekiiler mekanizmasinin aydinlatilmasi ve yeni terapdtik
yaklagimlarin gelistirilmesi bakimindan ©Onem tasimaktadir. Saglikli ve kanserli
karaciger metilasyon profilleri, Gen ontoloji (GO) ve KEGG metabolik yolak
bakimindan zenginlestirme analizi gergeklestirilmistir. GO zenginlestirme analizleri
biyolojik siire¢, molekiiler islev ve hiicresel bilesen agisindan ele alinmis ve sonuglar
Tablo 4.15, Tablo 4.16 Tablo 4.17 ve Sekil 4.11°de ayrmtilariyla sunulmustur.
Metabolik yolak zenginlestirme sonuclar1 ise, KEGG veri tabaninda yer alan ve oldukca
kapsamli yolaklarin zenginlestirilmesi ile elde edilmis, sonuglar Tablo 4.18 ve Sekil

4.12’de sunulmustur.

Tablo 4.15. Saglikli karaciger dokusuna gore HCC’li karacigerde "-metile” olan
genomik bolgelerin yer aldig1 biyolojik siiregler.

Sf;ﬂ Efyile” Biyolojik Siirec (BP) Kat Artisi FDR

35 230 Skeletal system morphogenesis 3.617 3.44253E-08
38 274 Sensory organ morphogenesis 3.297 4.98902E-08
42 307 Embryonic organ morphogenesis 3.252 1.61987E-08
37 290 Axon guidance 3.033 7.31354E-07
37 291 Neuron projection guidance 3.022 7.62446E-07
56 460 Embryonic organ development 2.894 2.14456E-09
74 622 Embryonic morphogenesis 2.828 4.28629E-12
57 527 Skeletal system development 2.571 3.80485E-08
65 641 Chordate embryonic development 2.410 3.44253E-08
66 661 E;?(E)r:iyl/qc;development ending in birth or egg 2373 3 80485E-08
58 589 Sensory organ development 2.341 7.14944E-07
104 1102 Embryo development 2.243 2.3727E-11
100 1133 Animal organ morphogenesis 2.098 2.5053E-09
75 856 Head development 2.083 6.45516E-07
71 811 Brain development 2.081 1.48731E-06
101 1183 Qgiézrgéglesstirsucture formation involved in 2029 9.50111E-09
94 1105 Central nervous system development 2.022 3.44253E-08
124 1624 Generation of neurons 1.815 3.44253E-08
134 1757 Neurogenesis 1.813 9.50111E-09
112 1473 Neuron differentiation 1.807 2.93483E-07

FDR: False discovery rate (Yanlig bulgu orani)
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Tablo 4.16. Saglikli karaciger dokusuna gore HCC’li karacigerde "-metile” olan

genomik bolgelerin yer aldigit molekiiler islevler.

S:;ISI N;Z;l;sn Molekiiler islev (MF) Aljz; FDR
15 92 Voltage-gated potassium channel activity 3.876 0.000470357
18 128 Potassium channel activity 3.343 0.000470357
28 211 Voltage-gated ion channel activity 3.154 8.52929E-06
21 166 Potassium ion transmembrane transporter activity 3.007 0.000470357
22 186 Extracellular matrix structural constituent 2.812 0.000722617
37 365 Gated channel activity 2.410 7.40678E-05
41 459 lon channel activity 2.123 0.00042347
111 1972 giisarii%ulatory region sequence-specific DNA 2074 3.93987E-11
108 1253 se':fe rﬁ’ge'ysrggg‘;i 'éﬂzrgﬁ]‘gfggry region 2.049 1.59184E-10
43 509 Channel activity 2.008 0.000722617
131 1596 Transcription cis-regulatory region binding 1.951 2.68047E-11
131 1598 'tl)'irr?gisr::éiption regulatory region nucleic acid 1,949 2 68047E-11
118 1446 EO'\I'fmg:zgé“ﬁtsrsgsl‘;::;p“on tactor ZEPIEARNA  "fike1 3.25729E-10
144 1767 Sequence-specific DNA binding 1.937 8.13517E-12
135 1660 Sequence-specific double-stranded DNA binding 1.933 2.68047E-11
123 1515 DNA-binding transcription factor activity 1.930 1.90855E-10
60 770 Calcium ion binding 1.852 0.000302319
136 1775 Double-stranded DNA binding 1.821 5.04506E-10

FDR: False discovery rate (Yanlis bulgu orani)
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Tablo 4.17. Saglikli karaciger dokusuna gore HCC’li karacigerde "-metile” olan

genomik bolgelerin yer aldigi hiicresel bilesenler.

Gen CC Gen

Sayist  Saysi Hiicresel Bilesen (CC) Kat Artisi FDR
9 63 Anchored component of plasma membrane 3.396 0.046906355
10 72 Main axon 3.301 0.037635138
13 94 Voltage-gated potassium channel complex 3.287 0.013040281
13 104 Potassium channel complex 2971 0.026466861
22 238 Cation channel complex 2.197 0.026466861
29 324 lon channel complex 2.128 0.011246
25 297 Postsynaptic membrane 2.001 0.037635138
33 401 Synaptic membrane 1.956 0.015576207
106 1316 Chromatin 1.915 5.94107E-08
46 600 Extracellular matrix 1.822 0.008050889
46 601 External encapsulating structure 1.819 0.008050889
34 445 Cell leading edge 1.816 0.032406579
103 1443 Synapse 1.697 2.55204E-05
48 682 Postsynapse 1.673 0.025763777
48 712 Plasma membrane protein complex 1.603 0.040021777
128 1918 Chromosome 1.586 2.55204E-05
58 907 Anchoring junction 1.520 0.042258906
125 1965 Intrinsic component of plasma membrane 1.512 0.000343825
116 1881 Integral component of plasma membrane 1.466 0.002777085

FDR: False discovery rate (Yanlis bulgu orani)
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Tablo 4.18. Saglikli karaciger dokusuna gore HCC’li karacigerde "-metile” olan
genomik bolgelerin zenginlestigi metabolik yolaklar (KEGG).

Gen KEGG Kat

Sayisi Gen Sayisi Metabolik Yolak Artisi FDR

10 63 Basal cell carcinoma 3.773 0.025788425
12 88 ECM-receptor interaction 3.241 0.025788425
16 143 SStE;r:aéLr;I% pathways regulating pluripotency of 2660 0.025788425
17 155 Cushing syndrome 2.607 0.025788425
39 530 Pathways in cancer 1.749 0.032382387
10 63 Basal cell carcinoma 3.773 0.025788425

FDR: False discovery rate (Yanls bulgu oran1); KEGG: Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes

Genel olarak proje kapsami agisindan genomik/transkriptomik veri tabanlari
incelendiginde, siroz ile HCC c¢alismalar1 biiyiik oOlgiide birlikte calisildigi
goriilmektedir. Bu baglamda, sirozlu bireylerin karaciger metilasyon profili ile HCC’li
bireylerin karaciger dokusunun metilasyon profilleri karsilastirilmistir. Karsilastirma
sonucunda, gruplar arasinda hiper- ve hipometilasyona ugrayan genomik bolgeler tespit
edilmistir. Tablo 4.19 ve Tablo 4.20’de s6z konusu metilasyon profili top 20 genomik
bolgeler i¢in yapilmustir.
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Yukaridaki tablolara benzer sekilde sizorlu karaciger ve HCC’li karaciger
dokusunun metilasyon profili islevsel olarak annote edilmistir. Bu annotasyon
sonucunda biyolojik siireg¢, molekiiler iglev ve hiicresel bilesen gibi siireclerde
zenginlesen metilasyon bolgeleri Tablo 4.21, Tablo 4.22, Tablo 4.23 ve Sekil 4.13’te
sunulmustur. Bununla birlikte her iki grup arasinda KEGG metabolik zenginlestirme

analizleri yapilmis, fakat istatistiksel olarak anlamli bir zenginlestirme bulunamamustir.

Tablo 4.21. Sirozlu karaciger dokusuna gore HCC’li karacigerde "-metile" olan
genomik bolgelerin yer aldigi biyolojik siirecler.

(Siley”m S:yile” Biyolojik Siire¢ (BP) Aﬁ; FDR
26 225 Reg. of synapse organization 3.599 6.34298E-06
27 236 Reg. of synapse structure or activity 3.563 4.81566E-06
31 307 Embryonic organ morphogenesis 3.145 6.34298E-06
45 451 Synapse organization 3.107  1.2496E-08
44 460 Embryonic organ development 2.979 6.25194E-08
46 490 AXxonogenesis 2.924  4.80488E-08
62 686 Neuron projection morphogenesis 2.815 4.43868E-10
48 533 Axon development 2.805 6.57326E-08

Plasma membrane bounded cell projection

63 700 morphogenesis 2.803 4.43868E-10
63 704 Cell projection morphogenesis 2.787 4.43868E-10
55 620 Cell morphogenesis involved in neuron differentiation 2.763  9.50396E-09
63 721 Cell part morphogenesis 2.721 7.66194E-10
68 815 Cellular component morphogenesis 2.598 7.66194E-10
63 757 Cell junction organization 2.592 5.30338E-09
63 775 Cell morphogenesis involved in differentiation 2.532  1.0837E-08
77 1085 Cell morphogenesis 2.210 3.34936E-08
73 1045 Neuron projection development 2.175 1.59135E-07
71 1102 Embryo development 2.006 6.34298E-06
94 1624 Generation of neurons 1.803 6.34298E-06
94 1649 Plasma membrane bounded cell projection 1775  1.07248E-05

organization

FDR: False discovery rate (yanlis bulgu orani)

66



Tablo 4.22. Sirozlu karaciger dokusuna gore HCC’li karacigerde "-metile” olan

genomik bolgelerin yer aldigit molekiiler islevler.

S:;ls] g/la ';lgen Molekiiler islev (MF) Aliztsl FDR
17 148 Voltage-gated cation channel activity 3.577 0.000346776
21 211 Voltage-gated ion channel activity 3.099 0.000334635
31 350 Cation channel activity 2.758 5.03294E-05
29 365 Gated channel activity 2474 0.000429512
34 454 Metal ion transmembrane transporter activity 2.332 0.000334635
34 459 lon channel activity 2.307 0.000354662
37 509 Channel activity 2.264 0.000297826
37 509 Passive transmembrane transporter activity 2.264 0.000297826
77 1972 giis(-jrii%ulatory region sequence-specific DNA 1.885 1 39545E-05
75 1253 spggfffgmg%si%:n(;is-regulatory region sequence- 1.864 2 36264E-05
e ChAMmemey o sy 7 2asseos
91 1596 Transcription cis-regulatory region binding 1.776 1.32545E-05
91 1598 Transcription regulatory region nucleic acid binding ~ 1.773 1.32545E-05
94 1660 Sequence-specific double-stranded DNA binding 1.763 1.32545E-05
100 1767 Sequence-specific DNA binding 1.762 1.32545E-05
59 1050 Cytoskeletal protein binding 1.750 0.001175395
81 1446 Eol\ll)ﬁ{lzirggénl?g::sicfg:pﬁOn factor activity. RNA 1744 7 3137E-05
83 1515 DNA-binding transcription factor activity 1.706 0.000116846
95 1775 Double-stranded DNA binding 1.667 6.33012E-05
17 148 Voltage-gated cation channel activity 3.577 0.000346776

FDR: False discovery rate (yanlis bulgu orani)
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Tablo 4.23. Sirozlu karaciger dokusuna gore HCC’li karacigerde "-metile” olan
genomik bolgelerin yer aldigi hiicresel bilesenler.

Sen CC Gen Hiicresel Bilesen (CC) Kat Artisi FDR
ayisl Sayisi

4 6 Dentate gyrus mossy fiber 20.761 0.001411971
8 47 Voltage-gated calcium channel complex 5.301 0.004244293
15 143 Sarcolemma 3.267 0.002953484
55 691 Axon 2.479 2.2162E-07
23 297 Postsynaptic membrane 2.412 0.00414515
30 445 Cell leading edge 2.099 0.004244293
35 535 Neuronal cell body 2.037 0.002953484
39 614 Cell body 1.978 0.002657039
91 1444 Neuron projection 1.963 2.2162E-07
37 600 Extracellular matrix 1.920 0.004244293
42 682 Postsynapse 1.918 0.002657039
37 601 External encapsulating structure 1.917 0.004244293
56 913 Somatodendritic compartment 1.910 0.000399709
78 1323 Plasma membrane region 1.836 2.86266E-05
83 1443 Synapse 1.791 2.86266E-05
62 1110 Supramolecular polymer 1.739 0.001411971
73 1316 Chromatin 1.727 0.000414843
61 1102 Supramolecular fiber 1.724 0.001918517
95 1965 Intrinsic component of plasma membrane 1.506 0.002446255
90 1881 Integral component of plasma membrane 1.490 0.003861555

FDR: False discovery rate (Yanlig bulgu orani)
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Normal vs. Hepatoselliiler Karsinom (KEGG)

Basal cell carcinoma

ECM-receptor interaction
nGenes

. 10
® 2
@ »

Signaling pathways regulating pluripotency of stem cells . ] -log10(EnrichmentFDR)

157
155
153
1.51
149

[ ]

Cushing syndrome

Pathways in cancer —————)

0 1 2 3
Fold Enrichment

Sekil 4.12. Saglikli karaciger dokusuna gore HCC’li karacigerde "-metile” olan
genomik bolgelerin yer aldigi KEGG yolak annotasyonu.
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4.3. MeDIP-Seq Analiz Sonuglari

HCC gelismesinde rol oynayan biyolojik silireclerin metilasyon perspektifinde
aydmlatilmast projemizin ana hedefleri arasinda yer almast nedeniyle, WGBS
metilasyon analizinin yani1 sira MEDIP-Seq analizleride gerceklestirilmistir. Bunun ana
sebebi ise yeni nesil dizileme teknolojisine dayanan bu yaklagimlarinin birbirlerine gore
avantaj ve dezavantajlari bulunmaktadir. Ornegin, WGBS yaklasiminda tek niikleotid
pozisyonunda dahi metilasyon profili belirlenebilirken, MEDIP-Seq yaklagimi antikor-
yakalama temelli oldugu i¢in 100 niikleotid genomik bolgenin metilasyon profilini daha
yiiksek duyarhilikla yakalayabilmektedir (6zellikle high-CpG adaciklarinda). Bu
nedenle, kansinojenezde dnem tasiyan genom diizeyinde metilasyon profilinin ayrintili
ortaya konulmasi amaclanmistir. Proje kapsaminda, NCBI SRA gibi agik genomik
verileri igeren veri tabanindan (i) "HCC" ve (ii) "HCC olmayan Karaciger" dokusuna
ait MEDIP-Seq verisi indirilmis ve metilasyon profili agisindan karsilagtirilmistir.
Karislagtirma sonucu elde edilen tiim sonuglar EK-3’te ayrintili olarak sunulmustur
(HCC: MEDIP Tumor, Kanserli Olmayan Karaciger: Non-Tumor) (p<0.005). HCC
gelisiminde potansiyel olarak rol oynayan genlerin belirlenmesi noktasinda metile
olmus genlerin belirlenmesi 6nem tasimaktadir. Bu baglamda, hipo- ve hiper-
metilasyona ugramis istatsiksel agidan anlamli genler iglevsel olarak annotasyona tabii
tutulmustur. Toplamda 18.933 gene ait genomik lokasyonlarda metilasyon tespit
edilmistir (EK-4). S6z konusu genler incelendiginde; 15.380 protein kodlayan gen,
3.006 uzun kodlanmayan RNA (IncRNAs) ve geri kalan 547 genin ise psddogen oldugu
belirlenmistir. HCC ve saglikli bireylerin karsilastirilmasi ile elde edilen hipo- ve hiper-
metile genomik lokasyonlar ve genler EK-5’te ayr1 ayr1 verilmistir. Istatiksel acidan
anlamli ve kat artis1 (logoFC) en fazla olan ilk 25 hiper- ve hipo-metile protein kodlayan
genler ise Tablo 4.24 ve Tablo 4.25’te sirasiyla sunulmustur. Tablolarda yer alan su
ifadelere dikkat edilmelidir; "T: HCC’li karaciger”, "N: HCC’li olmayan Karaciger "
dokularina isaret etmektedir. Ayrica, ilgili tablolarda sadece gen ismi verilmistir,
metilasyona ugrayan genik lokasyonlarin yani intron, ekzon, transkriptsiyon baslama
pozisyonuna [ing. transcription start site (TSS)] ve 3°, 5’ translasyona ugramayan
(UTR) bolgelere iliskin ayrintili bilgiler ise EK-5’te yer almaktadir. MEDIP-Seq
analizinde 52 6rnegin CpG metilasyon yogunluguna iligkin zenginlestirme grafikleri
Sekil 4.14’de sunulmustur. HCC igceren ve icermeyen dokular arasinda onemli

metilasyon farkliliklar1 goriilmektedir. Ayrica, gruplar arasi istatistiksel olarak anlamli
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(log2FC>1, adjP value <0.005: hiper-metile, log2FC<-1, adP value<0.005: hipo-metile)
tim geneler ise GO ve KEGG yolak analizleri ile ayrica gorsellestirilmistir ve bu
gorseller Sekil 4.15 ve Sekil 4.16’da verilmistir.
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Sekil 4.16. Eslenik tiimdr icermeyen karaciger dokusuna gére HCC’li karacigerde

MEDIP-Seq ile tespit edilmis metilasyona ugramis genlerin KEGG yolak annotasyonu

Sekil 4.16 incelendiginde, HCC’nin molekiiler mekanizmasinin metilasyon
boyutuyla anlagilmasinda su yolaklarin 6nem tasidigi goriilmektedir; (i) HCC, (ii)
RAPI1 sinyal yolagi, (iii) endositoz, (iv) Ras sinyal yolagi, (v) papilloma viriis
infeksiyonu ve (vi) PI3K/AKT sinyal iletim yolagi 6ne ¢ikmaktadir. PI3K/AKT sinyal
iletim yolagi hiicre biiylimesi ve proliferasyonu, hiicresel metabolizmanin stirdiiriilmesi,
motilite, hiicresel sagkalim ve homeostasis ile apoptozunu iceren normal hiicresel
stireglerde rol oynadig1 icin bu yolakta yer alan genlerin metilasyon profilleri 6zellikle

Onem tasimaktadir.
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5. TARTISMA

Klinik, biyokimyasal ve molekiiler aragtirmalar insan karaciger dokusunda en sik
goriilen primer malign karaciger tiimoriiniin HCC oldugunu gostermektedir. Ayrica
HCC global anlamda kansere bagli mortalinin baslica sebeplerinden birisidir. Bu
nedenle, HCC ile iligkili prognostik biyobelirtecler ile terapotik hedef genlerin tespit
edilmesi hastaligin tanisinda ve takibinde hayati 6nem tasimaktadir (198, 199). Diger
bir ifadeyle; timor olusumu, gelisimi ve progresyonu ile ilgili molekiiler mekanizmanin
aydinlatilmasi, hastaligin tedavi edilmesinin en oncelikli hedef olarak 6ne ¢ikmaktadir.
Bu nedenle, HCC ile ilgili ¢ok merkezli olmak iizere yogun molekiiler ¢aligmalar
sirdiiriilmekte ve iiretilen veriler genomik, trankriptomik ve epigenomik veri
tabanlarina yiiklenmetedir (200, 201). Mikrodizi ve NGS temelli yaklasimlar HCC
aragtirmalarinda yaygin metodoloji olarak benimsenmeye baslamistir (175, 176). Bu
yontemlerden elde edilen yiiksek 6l¢ekli genomik, trankriptomik ve epigenomik veriler
basta TCGA (The Cancer Genome Atlas) (202), GEO (Gene Expression Omnibus,
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) (203) ve SRA (Sequence Read Archive,
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra) gibi tiim arastiricilarin erisebilecegi veri tabanlarina
yuklenmektedir. S6z konusu veriler, yiiksek hacimli olmasi ve birgok yoOniiyle ele
alinmasi nedeniyle agik veri tabanlarina yiiklenmektedir. Herhangi bir genetik hastaligin
molekiiler mekanizmasinin aydinlatilmasinda basta genomik, transkriptomik,
epigenomik, proteomik ve metabolomik gibi  "-omik" yaklasimlarindan
yararlanilmaktadir (204). Ozellikle hastaliga iliskin genomik profil (varyant profili ve
Genom ¢apinda iliskilendirme ¢alismalari, GWAS) iyi aydinlatilmis ise, genomik DNA
tizerinde bulunan epigenetik profilin tanimlanmasi ve islevsel transkriptom dinamiginin
ortaya ¢ikarilmasi 6nem tasimaktadir. Bu baglamda, s6z konusu tez ¢aligmasinda HCC
hastaligim1 molekiiler veriler 1s18inda incelemek icin NCBI GEO veri tabanindan
transkriptomik mikrodizi veri tabanindan iki farkli veri seti analiz edilmistir: (i)
PPFE’ye gomiilmiis 83 HCC’li ve 47 sirozlu karaciger dokusundan hazirlanmis
transkriptom mikrodizi seti, (ii) 227 HCC’li ve 168 sirozlu karaciger dokusundan
hazirlanmig transkriptom mikrodizi seti ayrintili olarak analiz edilmistir. Bu
transkriptomik veri setinin analizi sonucunda HCC’li ve sirozlu karaciger dokulari
karsilastirilmig istatistiksel agidan gen ekspresyonunda anlamli artig ve diisiis gosteren

genler ortaya konulmustur. Gen veya promotor bolgede bulunan metilasyon (CH3-) gibi
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epigenetik mekanizmalar gen ekspresyon diizeyinin belirlenmesinde 6nem tagimaktadir.
Bu nedenle, transkriptom mikrodizi veri setinin analizi sonrasi genomda metilasyon
profilini analiz etmek lizere HCC ile iliskili epigenetik veri setleri analiz edilmistir.
Genom diizeyinde metilasyon profilinin ortaya konulmasinda NGS temelli iki ana
yaklagim bulunmaktadir. Bunlar sirasiyla, WGBS ve MeDIP-Seq yontemleridir. Her iki
yontem yeni nesil temelli olmasina ragmen, deneysel kiitliphane hazirlig1 sirasinda bazi
farkliliklar bulunmaktadir. WGBS yonteminde bistilfit kimyasali ile DNA muamele
edilip sitozin bazinda bulunan potansiyel metilasyon gruplari belirlenirken, MeDIP-Seq
yonteminde ise metil (CH3-) grubuna 0zgii antikorlarla metile genomik bdlge
saflagtirilir ve sadece metile bolgeler yeni nesil dizileme teknolojisi ile tespit edilir
(205-207). Tez galismast kapsaminda HCC ile iliskili potansiyel metilasyona ugramis
genomik bolgeler tanimlanmistir ve su veri setleri analiz edilmistir; (i) 34 HCC
metilasyon ve 27 saglikli karaciger metilasyon WGBS verisi, (ii)) HCC metilasyon ile
siroz metilasyon WGBS verisi, (iii) 26 HCC metilasyon ve 26 siroz metilasyon MEDIP-
Seq verisi analiz edilmistir.

Baslica sitozin metilasyonu, histon modifikasyonlar1 (asetilasyon, metilasyon,
fosforilasyon, ubikitinasyon, deaminasyon ve ADP-ribozilasyon gibi) ve kodlanmayan
kisa RNA (6rnegin, miRNA) gibi baglica epigenetik mekanizmalarin temel
sonuglarindan birisi gen ekspresyon seviyesinde degisime neden olmasidir (95, 208,
209). Bu nedenle, sitozin metilasyonu gibi gen ekspresyon diizeyinde azaltici yonlii etki
yapan epigenetik modifikasyonun tanimlanmasi ve bu bilginin transkriptomik
analizlerle biitiinciil yaklagimla analiz edilmesi HCC hastaliginin molekiiler diizeyde
anlasilmasina katki saglayabilir. Tez projemiz bu eksen dogrultusunda sekillenmistir ve
oncelikle transkriptomik veri setleri analiz edilerek gen ekspresyonu degisim gosteren
genler tespit edilmis, bu genler ile islevsel annotasyon analizi gergelestirilerek hangi
biyolojik siireg, molekiiler islev ve hiicresel bilesen icinde oldugu tespit edilmistir.
Ayrica, metabolik yolak analizler ile HCC ile iligkili hangi yolaklarin énemli oldugu
ortaya konulmaya c¢aligilmistir. Bu islemleri takiben olduk¢a ayrintili olarak WGBS ve
MEDIP-Seq verileri analiz edilmistir. Bu analizler 1s1ginda HCC, saglikli karaciger
dokusu ve siroz ile iliskili istatistiksel a¢idan anlamli hipo-, hiper-metilasyon genomik
bolgeler, bilhassa kodlayan genler iizerinde durulmustur. Ileri derecede metile olmus
veya metilasyon seviyesinde 6nemli diisiis olan genler islevsel annotayson analizine
tabii tutulmustur. Benzer bigimde, hipo- ve hiper-metilasyon genleri biyolojik siireg,

molekiiler islev, hiicresel bilesen ve yolak analizleri gerceklestirilmistir.
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GEO [GSE46444] veri seti incelendiginde (FFPE’ye gomiilmiis 83 HCC’1i ve 47
sirozlu karaciger dokusundan hazirlanmig transkriptom mikrodizi seti) sirozlu dokuya
gore HCC karaciger dokusunda 80 protein kodlayan genin up-regule, 315 protein
kodlayan genin ise down-regule oldugu goriilmistiir. Bu veri setinde, HCC’ye gore
sirozlu karacigerde gen ekspresyonunda artis gosteren (diger bir ifadeyle HCC’li
karaciger dokusunda ekspresyonu azalan) ilk 10 genin; ADH4, CNGB1, MGC10997,
PROM1, MALATI, GYG2, ARHGAP8, MTIF, VIPR1 ve HEATR2 oldugu
goriilmiistiir. Buna karsin, HCC’ye gore sirozlu karacigerde gen ekspresyonunda azalis
gosteren (diger bir ifadeyle HCC’li karaciger dokusunda ekspresyonu artan) ilk 10
genin; ALGILL, PITX1, SPINK1, ACSL4, SLC26A6, CDKN2A, ITPKA, APOA2,
ECT2 ve NEK2 genleri oldugu goriilmiistiir. ALG1L geninin hiicre igerisinde glikolizil
transferaz islevi oldugu belirtilmistir, 06zellikle ALGIL glikoliztransferazlarin
ekspresyon diizeyinin tespitinin HCC gibi tiimérlerin progresyonu ve tiimorlerin erken
evrede tespiti acisindan 6nemli oldugu vurgulanmistir (210). PITX1 memelilerde
gelisimi kontrol eden 6nemli transkripsiyon faktoriidiir ve ozellikle ekstremitelerin
olusumu, kalp ve diger bir¢ok i¢ organin gelisim siirecinde rol oynamaktadir (211). Son
yillarda yapilan ¢alismalar organ gelisiminde rol oynayan bu genin kanser
patogenezinde islev gordiigii tespit edilmistir (212). HCC o6zelinde incelendiginde,
PITX1 gen ekspresyonu sonucu olusan ve serumda tespit edilen PITX1 protein
diizeyinin HCC’nin erken evrede tespit edilmesinde dnemli prediktif belirte¢ oldugu ve
ayn1 zamanda, hastalifin teshisine yonelik yiiksek dogruluga sahip belirte¢ olabilecegi
tespit edilmistir (213). Diger bir énemli ¢alismada PTP1B proteinin PITX1proteini
defosforilleyerek onun protein stabilitesini ve transkriptsiyonel aktivitesini azalttig1
belirtilmistir. Ozellikle HCC hastaliginda Sorafenib isimli onayli tek ilacinda benzer
etki mekanizmasina sahip olabilecegi tespit edilmistir (214). SPINKI1 proteinin
hemokromatozis kaynakli HCC’de ekspresyon diizeyinin oldukga arttig1 saptanmistir
(215). Diger bir ¢calismada ise SPINK1 gen ekspresyonundaki artisin HCC metastazini
arttirmig olmasina karsin, bu gene ait ekspresyonun ¢ogu kanser tiiriinde artmig olmasi
nedeniyle prognostik biyobelirte¢ olma potansiyelinin diisiik oldugu belirlenmistir
(216). Prognoz o6lg¢iitii olarak SPINK1 ekspresyonu kullanish olmamasina ragmen, 540
ornekte (119 saglikli dondr, 113 kronik HBV hastasi, 122 karaciger sirozu hastasi ve
186 HCC hastasi) SPINK1 serum seviyesi ELISA yontemi ile belirlenmistir. Analiz
sonucunda, SPINK1’in teshis potansiyelinin oldukg¢a yiiksek oldugu saptanmistir (217).
HBV kaynakli karaciger sirozundan HCC’ye gegiste mikrodizi temelli ¢aligmada
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SPINK1 ekspresyonunun anlamli olarak arttig1 gozlemlenmistir (218). 2007-2014 yillar
arasinda Menoufia Universitesi Ulusal Karaciger Enstitiisii Patoloji Béliimii arsiv
materyalinden 93 HCC ve 86 malign olmayan lezyon olarak ayrilan 179 Ornek ile
yapilan ¢alismada, SPINK1 protein ekspresyonunun HCC vakalarinin %76.3"linde tespit
edilmis ve %79.3 tanisal dogrulukla oranina sahip oldugu saptanmistir (219).

Bu calismada HCC’li dokuda ekspresyonu artan ACSL4 geninin hem in vitro
hem de in vivo c¢alismalar ile sorafenib kaynakli ferroptozdaki kritik roliinii
dogrulamistir. Ayrica, rezeke edilmis HCC dokusunda tedavi oncesi ACSL4
ekspresyonu, sonra uygulanan sorafenib tedavisine HCC tiimér yanit1 i¢in prediktif
biyobelirteg olabilecegi vurgulanmistir (220). ACSL3 ve ACSL4 izoformlarinin HCC,
kolanjiokarsinom ve hepatik metastazlarda ekspresyon diizeyi ve subselliiler
lokalizasyonlar1 immiinohistokimyasal analizler ve HepG2 hiicre kiiltiir yontemi ile
degerlendirilmistir. ACSL3’lin ekspresyon diizeyinin HCC ve hepatik metastazlarda
benzer olarak bulunmustur ancak saglikli dokuda daha diisiik oldugu belirlenmistir.
Buna karsin, ACSL4 ekspresyon diizeyinin ise HCC’de diger tiim tiimorlerden 6nemli
6l¢iide daha fazla oldugu ve HCC’yi %93.8'lik bir duyarlilik ve %93.6'lik bir 6zgiilliik
ile normal karaciger dokusundan ayirabildigi tespit edilmistir (221). Diger bir
calismada, ACSL4 geninin HCC lipid metabolizmasinda yeni rolii kesfedilmistir. Buna
gore, ACSL4, HCC’de hiicre igi trigliseritleri, kolesterolleri ve lipid damlaciklarini
biriktirerek de novo lipogenezi diizenledigi ve mekanistik olarak SREBP1 ve c-Myc
yolundaki lipojenik enzimlerini arttirdigi tespit edilmistir. Sonu¢ olarak, ACSL4
ekspresyon diizeyinin HCC hastalarinda SREBP1 ile giiclii pozitif korelasyon gosterdigi
ve HCC i¢in giiclii prediktif potansiyele sahip oldugu belirlenmistir (222). HCC ile
yiriitiilen mikrodizi transkriptom g¢alismasinda ACSL4 ekspresyon diizeyinin HCC
hasta dokularma c-Myc ile pozitif korelasyon gosterdigi ve ACSL4 proteinin
ERK/FBW7/c-Myc ekseninin aracilik ettigi c-Myc stabilitesi yoluyla, HCC
progresyonunu destekledigi ve HCC’de degerli bir prognostik biyobelirte¢ ve potansiyel
bir terapdtik hedef olabilecegi tespit edilmistir (200). TCGA LIHC
(https://portal.gdc.cancer.gov/projects/TCGA-LIHC) kanser veri tabaninda yer alan 371
HCC dokusu ve 50 tiimor igermeyen komsu karaciger dokusu ile yapilan RNA-Seq
verileri analiz edilmistir. Calismanin sonucuna gore, SLC transporter gen ailesine ait
118 genin ekspresyon diizeyinin HCC’de arttig1 tespit edilmistir. Bizim ¢alismamiza
benzer sekilde, SLC26A6 hem mRNA hem de protein seviyelerinde HCC dokularinda
ileri diizeyde eksprese edildigi goriilmiistiir. Ayrica, SLC26A6 geninin ekspresyon
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diizeyinin baskilanmasi hem in vitro hem de in vivo olarak HCC tiimér gelisimini
onemli dl¢iide azalttig1 ve umut verici bir terapdtik hedef olarak 6ne ¢iktigi belirtilmistir
(223). Gene Expression Omnibus (GEO) ve Human Protein Atlas (HPA) veri
tabanlarinda bulunan veriler ile yapilan gen set zenginlestirme ve protein-protein
etkilesim analizleri sonucunda SLC26A6'nin HCC'de up regiilasyon gosterdigini ve bu
genin HCC'de diagnostik ve prognostik (kotii prognoz) bir biyobelirte¢ olarak
kullanilabilecegini gosterilmistir (224). CDKN2A geninin promotdr bdlgesinin
hipermetilasyonu ile p16 protein ekspresyonunun azaldigt HCC hastalarinda karakterize
edilmistir. Ayrica, ayni ¢calismada HCC ve karaciger metastazlar1 arasindaki CDKN2A -
metilasyonu ve pl6 protein ekspresyon diizeyi farkinin istatistiksel olarak anlamli
oldugu saptanmistir (225). CDKN2A, HCC’de yiiksek oranda ekspresyon edildi
gosterilmistir. Ayrica, CDKN2A ekspresyon diizeyinin HCC’de bilinen ¢esitli immiin
markdr setleri ile giiclii korelasyonlar gosterdigi saptanmistir. Tiim bulgular, CDKN2A
ekspresyon diizeyinin potansiyel olarak tiimorle iliskili makrofajlarin diizenlenmesine
katkida bulundugunu ve HCC’de prognozu ve immiin infiltrasyonu belirlemek ig¢in
prognostik bir biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegini gostermektedir (226). Diger bir
calismada ise, ACTRS’in CDKN2A’y1 baskiladig1 ve bdylece HCC’nin yayilmasina
sebebiyet verdigi bulunmustur (227). ITPKC, inositol 1,4,5-trisfosfat 3-kinaz enzimini
kodlayan genin ekspresyon diizeyinin, primer HCC dokusunda tiim&r olmayan dokulara
kiyasla istatistiksel anlamla Snemli 6lciide arttig1 belirlenmistir. Ozellikle, ITPKC
ekspresyon diizeyinin vaskiiler invazyon ile anlaml 6l¢iide iligkili oldugu saptanmistir
(218). Analizlerimizle paralel olarak mikrodizi transkriptom ¢alismasinda ECT2 geninin
ekspresyon diizeyinin artiginin erken donem ve tekrarlayan HCC hastaligi ve koti
yonelmeli sagkalim ile iliskili oldugu belirtilmistir. ECT2 Rho/ERK sinyal ekseninin
aktive ederek erken donemde HCC ortaya cikmasina sebebiyet verdigi saptanmistir
(228). Dort farkli (GSE76311, GSE101685, GSE101728 ve GSE76427) transkriptomik
veri seti ile gergeklestirilen biyoinformatik analizler sonucunda HCC hiicrelerinin gogii
ve ¢ogalmasinda ECT2 ekspresyon diizeyinin artisi ile alakali oldugu bildirilmistir
(229). HCC ile yiriitiilen miRNA ve hedef genin baskilanmasi ¢aligmasinda, miR-490-
Sp'nin ekspresyon diizeyindeki artisin HCC hiicrelerinin ¢ogalmasi, koklesmesi ve
kiiresel sekil aldigint siirladigr belirlenmistir ve miR-490-5p geninin bu islemi ETC2
geninin ekspresyon diizeyini baskilayarak gerceklestirdigi ortaya konulmustur (230).
Transkirptomik mikrodizi ¢alismasinda diger bir gen olan NEK2'nin ekspresyon
diizeyinin HCC (%37.84; 98/259) oldukca yiiksek oldugu belirlenmistir (231). NEK2
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geninin ¢esitli HCC hiicre hatlarinda silinmesi sonucu ise hiicrelerin kendini yenileme
ozelliklerini ve kemoterapdtik direnci azalttigl gézlemlenmistir (232).

GEO [GSE63898] veri setinde 228 HCC ve 168 karaciger siroz dokusu olmak
tizere 396 6rnek mikrodizi transkriptom yontemi ile analiz gergeklestirilmistir. HCC’li
grup ile karsilastirildiginda sirozlu 6rneklerde 1261 genin ekspresyonunun arttigi; buna
karsin, 458 genin ekspresyonunun ise azaldigir goriilmiistiir. Bu veri setinde, HCC’ye
gore sirozlu karacigerde gen ekspresyonunda artig gosteren (diger bir ifadeyle HCC’li
karaciger dokusunda ekspresyonu azalan) ilk 10 genin; CXCL14, CLECA4G,
ADAMTS13, FCN2, CRHBP, ANGPTL6, COLEC10, FCN3, PTH1R ve RSPO3
oldugu goriilmiistiir. Buna karsin, HCC’ye gore sirozlu karacigerde gen ekspresyonunda
azalig gosteren (diger bir ifadeyle HCC’li karaciger dokusunda ekspresyonu artan) ilk
10 genin; CAP2, TOP2A, ASPM, CCT3, KLHL12, SNX27, RACGAP1, PLVAP,
FAMI189B ve GOLPH3L genleri oldugu goriilmiistiir. Ozellike gen ekspresyonunda
artis olan genlerin ayrintili tartisilmasi, potansiyel gelistirilecek ilaglar i¢in hedef gen
adaylarini ortaya koyabilir. Bu baglamda ilk olarak CAP2 geni incelendiginde, bu genin
HCC dokularindaki ekspresyonunun (hem mRNA hem de protein diizeyinde) tiimor
icermeyn komsu karaciger dokusuna gore daha yiiksek oldugu gosterilmistir. Ayrica,
IHC (immiinohistokimya) ¢alismalar1 CAP2 ekspresyonunun HCC vakalarinin
%77.3’linde oldukca yiiksek oldugu belirlenmistir. Buna karsin, regreasyon ve sagkalim
analizleri CAP2 gen ekspresyonunun prognozda kullanilamayacagi belirtilmistir (233).
Diger bir derleme calismasinda ise, HSP70, Glypican 3, glutamin sentaz ile birlikte
CAP2’nin HCC’nin erken teshisinde molekiiler belirte¢ olarak kullanilacag:
gosterilmistir (234). Kromozom 17°de lokalize olmus TOP2A geninin HCC ile
iligkisine yonelik yiiriitiilen birgok calisma bulunmaktadir. Kanser genom atlasi veya
veri tabanin TCGA LIHC (https://portal.gdc.cancer.gov/projects/TCGA-LIHC) TOP2A
geninin ekspresyonu 50 HCC’li ve 50 tiimor igermeyen komsu karaciger dokusunda
aragtirllmis ve HCC’li dokularda TOP2A gen ekspresyonunun tiimér komsulugundaki
dokulara gore istatistiksel agidan anlamli ve yiiksek bulunmustur (235). Bu sonuglar,
HCC’li dokularda yiikksek TOP2A ekspresyonunun, klinik uygulamada timor
prognozunu tahmin etmek i¢in biyolojik bir gosterge olarak kullanilabilecegi, boylelikle
timdr progresyonu ve metastazi ile yakindan iligkili olabilecegine isaret etmektedir.
FISH ve THC yontemi ile TOP2A’nin atipik gen ekspresyonu ve protein seviyesi
tiimorlii ve tiimor igermeyen periferik dokularda Slgiilmiistiir. Calismaya gore HCC’de

yiiksek protein ekspresyonuna ragmen TOP2A’nin prognostik belirteg olmayacagi
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vurgulanmistir (236). 22 HCC hiicre hattinda ve 172 HCC farkli evredeki doku
mikrodizi analizi ile yiiriitiilen diger bir caligmaya gére TOP2A tedavide hedef alinacak
potansiyel gen aday1 oldugu belirlenmistir (237). Son zamanlarda yapilan bir ¢aligmaya
gore TOP2A’nmin miR-144-3p’nin dogrudan hedefi oldugu ve TOP2A gen
ekspresyonunun HCC’li dokularda arttig1 ve bu artisin kotii prognoz ile iligkili oldugu
gosterilmistir. Yazarlar bu ¢alismada miR-144-3p tarafindan diizenlenen TOP2A'nin
asir1  ekspresyonunun HCC proliferasyonunu  ve metastazini  kolaylastirdigini
gosterdiklerini ve bu nedenle TOP2A'nin HCC tedavisi i¢in potansiyel bir hedef olarak
kabul edilebilecegini 6ne siirmiisler (238). GEO ve STRING veri tabaninda yer alan
HCC wveri setlerinin kullanilarak gerceklestirilen gen ekspresyon agi (ing. gene
expression network) ve protein-protein etkilesim (ing. protein-protein interaction)
analizinde terapotik hedef olacagi belirtilmistir (239). Diger bir ¢alismada ise HCC
timoral dokularinda TOP2A ekspresyonunun attigi ve buna karsin prognoz
potansiyelinin de diistik oldugu bilindigi vurgulanmustir, ¢alismada bu durumun
molekiiler mekanizmasi arastirilmistir (240). ShRNA’lar ile MHCC97H hiicre hattinda
(MHCC97H-shRNA-TOP2A) TOP2A gen ekspresyonu baskilandiginda hiicre
biiyiimesi, go¢ii ve invazyonu baskilandigi, Hep3B hiicre hattinda (Hep3B-TOP2A)
TOP2A gen ekspresyonu arttirildiginda ise bu 6zelliklerinde arttig1 belirlenmistir (240).

ASPM gen ekspresyonunun HCC’nin klinikopatolojik 6zellikleri ile korelasyon
sergiledigi tespit edilmistir. 247 HCC hastas1 ile yiiriitilen RT-gPCR (reverse
transcription-quantitative polymerase chain reaction) c¢alismasinda 166 HCC’li
karaciger dokusunda ASPM gen ekspresyonunun arttig1 ve AFP (a-fetoprotein) diizeyi
ile korelasyon gosterdigi belirlenmistir (241). Yapilan diger bir ¢alismada ASPM
geninin HCC’li karacigerde arttigi ve bu durumun tiimor agresyonunu arttirdigi ve hasta
sagkalimini azalttigi tespit edilmistir. Buna karsin, in vitro kosullarda ASPM gen
ekspresyonu baskilandiginda HCC hiicrelerinde invazyon, g¢ogalma ve epitelyal-
mezenkimal gecisin azaldigi, in vivo kosullarda ise tiimoriin indirgendigi saptanmistir
(242). HCC prognozu ile iliskili gen modiillerini belirlemek icin agirlikli gen ortak
ekspresyon agi analiz (ing. weighted correlation network analysis) gerceklestirilmistir
ve analiz sonucunda CCNB2, TOP2A ve ASPM genlerinin yiiksek ekspresyonunun
hastaligin ilerlemis durumuna isaret edecegi ve potansiyel terapotik gen adayi
olabilecegi vurgulanmistir (243). Ayrica, es-immiino-¢okeltme (ing. co-IP) calismasi ile
ASPM proteinin KIF11 proteini iligkili oldugu ve HCC hiicrelerinin ¢ogalmasi,

invazyonu ve gogiinii bu protein ile iliskisi slirdlirdiigli belirlenmistir (244).
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Fizyopatolojik mekanizmalarin degerlendirmesi igin gergeklestirilen diger bir ¢alismada
METTL3 ile ASPM mRNA N6-metiladenozin (m6A) modifikasyonunun ASPM’nin
HCC’li dokudaki ekspresyonu yiikselttigi bulunmustur. Daha 6nemlisi, METTL3'"lin
susturulmast ASPM gen ekspresyonunun onemli Olgiide baskiladigt ve HCC
hiicrelerinin proliferasyonunu, goégiinii ve invazyonunu engelledigi tespit edilmistir
(245). CCT3 geninin HCC hastalarinda islevine yonelik cesitli ¢alismalar
yiiriitiilmiistiir. Ornegin, AFP, CCT3 ve IQGAP3 seviyelerini belirlemek icin 126
HCC’li, 88 sirozlu hastadan ve 50 saglikli goniilliiden kan oOrnekleri alinmistir.
Calismanin sonucuna gore; CCT3 ve IQGAP3 proteinlerinin plazmadaki ekspresyon
diizeyi HCC hastalarinda sirozlu ve saglikli kontrollerden énemli 6l¢lide daha yiiksek
oldugu tespit edilmistir (246). CCT3’iin HCC hiicrelerindeki molekiiler islevini
aragtirmak i¢in yapilan diger bir ¢alismada CCT3 geninin hem mRNA hem de protein
diizeyinde HCC hiicrelerinde ekspresyon diizeyinin arttifi tespit edilmistir. Ayrica,
CCT3’iin tiiketilmesi (ing. depletion) HCC hiicrelerini vincristine ilaci ile destabilize
olan mikrotiibiillere karsi duyarli hale getirdigi belirlenmemistir. Boylece, CCT3
proteinin HCC hiicre profilerasyonu i¢in vazgecilmez oldugu ve HCC tedavisinde
kullanilabilecek potansiyel ila¢ adaylar1 icin aday olabilecegi onerilmistir (247). HCC
hiicrelerinde ekspresyonu onemli Olciide artan genlerden biriside RACGAPI1 genidir.
Bu genin bir¢cok kanser tiirlinde ekspresyonunun arttigi bilinmesine ragmen, son
zamanlarda HCC ile yiiriitiilen gen ekspresyon analizleri sonucunda RACGAP1’in hem
in vitro hem in vivo ortamlarda yiiksek ekspresyon diizeyine sahip oldugu
belirlenmistir.  Ayrica, RACGAP1 proteini bu HCC hiicrelerindeki islevini
PISBK/AKT/CDK2 ve PI3K/AKT/GSK3p/Cyclin D1 sinyal yolu {izerinden
gerceklestirdigi bildirilmistir (248). RACGAPI1 proteini ile yiiriitiilen olduk¢a 6nemli
diger bir calismaya gore; MAGI2 antisens RNA3 (MAGI2-AS3), RACGAP1
ekspresyon diizeyini diizenleyerek HCC gelisimini etkiledigi ve MAGI2-AS3'iin timor
baskilayici potansiyeli bulundugu ve HCC tedavisi i¢in umut verici bir hedef oldugu
belirtilmistir (249). HCC hiicrelerinde gen ekspresyonu onemli Slgiide artan, biiyiik
tiimor boyutu, ileri klinik evre, anormal AFP seviyesi, daha kisa hayatta kalma siiresi ve
erken niiksle ilgili iliskili olan diger bir gen ise RACGAPIP psddogenidir. Ayrica, in
vitro ve in vivo deneyler, RACGAP1P'nin hiicre biiyiimesi ve gocili dahil olmak iizere
HCC hiicrelerinin habis 6zelliklerinin gelisimi i¢in gerekli oldugu gosterilmistir. Ayrica
mekanistik arastirmalar RACGAP1P'min miR-15-5p'yi endojen hedefi RACGAP1'den

ayirmak i¢in bir ceRNA olarak onkogenik aktivitesini ortaya cikardigini, boylece
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RACGAPI'in ekspresyon diizeyini arttirdigt ve RhoA/ERK sinyalinin aktivasyonuna
yol agtigim1 gosterilmistir (250). Calismamiz kapsaminda ekspresyonu artan diger
Oonemli bir gen ise FAM189B oldugu tespit edilmistir. Giincel bir ¢alismada FAM189B
ekspresyonunun HCC tiiméral dokularda énemli dlgiide arttign belirlenmistir. Ozellikle
FAM189A1 ve FAMI189A2 genlerin ekspresyon diizeyi timor ve bitisik dokular
arasinda onemli Olclide degismemesine ragmen, FAMI189B ekspresyonunun HCC’li
tiimoral dokularda 6nemli dlgiide arttig1 saptanmistir (251). Sonug olarak, GSE46444 ve
GSE63898 transkriptomik mikrodizi analizi sonucu elde edilen kiimiilatif verilere ait
sonuglarin giincel literatiir ile O6nemli Olgiide Ortiistiigli goriilmistiir. Bu nedenle,
mikrodizi sonucu elde edilen gen adaylarinin HCC tedavisi ve prognozunda énemli ilag
ve biyobelirte¢ aday1 olabilecegi sonucuna varilmistir.

Son zamanlarda yapilan epigenetik temelli giincel arastirmalar HCC tanisi,
prognozu, tedavisi ve kemoterapi direncinde metilasyon mekanizmasinin 6nemli
oldugunu belirtilmistir (252-255). Tez c¢alismast kapsaminda WGBS ve MEDIP-Seq
yontemleri ile HCC hastaligmin metilasyon profili arastirilmistir. Her iki ydntemin
birbirlerine gore avantaj ve dezavantajlar1 olmasina ragmen, her iki yontemde genom
diizeyinde olduk¢a yiiksek hacimli metilasyon (hiper- ve hipo-metile) profilini
sunmaktadir. Bu baglamda; tim genom bisiilfit dizileme yontemiyle (i) HCC
metilasyon verisi ile saglikli karaciger metilasyon verisi, (i1) HCC metilasyon verisi ile
siroz metilasyon verisi analiz edilmis ve metilasyon profili ortaya konulmustur. MeDIP-
Seq analizi sonucunda ise HCC ve kanserli olmayan karaciger dokusu metilasyon profili
ac¢isindan karsilastirilmastir.

Tiim genom bisiilfit dizileme sonucunda saglikli karaciger dokusuna gére HCC
gosteren karacigerde hipermetile olan ilk 20 genomik lokasyon incelendiginde bu
bolgelerde protein-kodlayan genler yer alirken, hipometile olan bdlgelerin biiyiik
kisminin kodlayan genomik boélge oldugu goriilmiistiir. Sirozlu karaciger dokusuna gore
HCC gosteren karacigerde hipermetile genomik lokuslarinda benzer sekilde protein-
kodlayan genleri igerdigi goriiliirken, hipometile olan boélgelerin biiyiikk kisminin
kodlayan genomik bolge oldugu goriilmiistiir. CpG diniikleotid birimlerde meydana
gelen hipermetilasyonun transkripsiyonu baskilayarak dokuya 06zgii transkript
ekspresyonuu sagladigi bilinmektedir (256). Tiim genom bisiilfit dizileme yontemi tek
niiklotid seviyesinde bilgi saglamasi nedeniyle ¢ok sayida genomik lokasyona iligkin
metilasyon (hiper-, hipometilasyon) profili ortaya konulmustur. Bu nedenle, biyolojik

siireg, molekiiler islev, hiicresel bilesen ve KEGG metabolik yolaklar iizerinden
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tartismamizi siirdiirecegiz. HCC’de metilasyon profilene sahip biyolojik siiregler
incelendiginde ¢ogunlukla morfogenez (6rnegin; embriyonik organ ve iskelet kasi) ve
gelisimle (6rnegin, embriyonik doku, organ gelisimi ve nérogenez gibi) ilgili biyolojik
stireglerin etkilendigi ortaya konulmustur. Bu biyolojik siireglerdeki yer alan genlerin
(hiper, hipometile) voltaj kapili potasyum kanal aktivitesi, potasyum kanal aktivitesi,
voltaj kapilt iyon kanal aktivitesi, potasyum iyonu transmembran tasiyici aktivitesi,
hiicre dis1 matriks yapisal bileseni, kapili kanal aktivitesi ve iyon kanal aktivitesi gibi
molekiiler islevlere sahip oldugu goriilmektedir. Son zamanlarda yapilan bir ¢calismada
timor biliylimesi ve metastazinda 6nemli rol oynayan ve SCN3B geni tarafindan
kodlanan voltaj kapili sodyum kanallariin diizensiz ekspresyonunun p53’in
ekspresyonunu baskilayarak HepG2 hiicrelerinde apoptozisi baskiladigi ve hiicre
boliinmesini hizlandirdigi bildirilmistir (257). In vitro fonksiyonel testler ile yiiriitiilen
diger bir ¢calismada miR-584-5p eksikliginin HCC hiicrelerinin ¢ogalmasini, gogiinii ve
invazyonunu azalttigin1 géstermistir. Bununla birlikte, miR-584-5p geninin KCNE2'yi
(potasyum voltajli kanal alt ailesi E diizenleyici alt birimi) dogrudan hedefledigi ve
miR-584-5pmin HCC gen ekspresyonunu degistirdigi bilinmektedir (258). Diger bir
calismada, Eagl voltaj kapili potasyum kanali, HCC i¢in erken biyobelirte¢ potansiyeli
oldugu belirtilmistir. Eagl geninin fare modelinde HCC gelisiminden 6nceki sirozlu ve
preneoplastik lezyonlardan itibaren asir1 eksprese edildigi ve ayni zamanda insan
HCC’inde de asir1 eksprese edildigi saptanmistir (259). Diger 6nemli molekiiler islev
smiflart ise DNA baglanma (ing. DNA binding) aktivitesidir, 6rnegin bu sinifta cis-
diizenleyici bolgeye 6zgiil DNA baglanma, RNA polimeraz II cis-diizenleyici bolgeye
0zgiil DNA baglanma, Transkripsiyon cis-diizenleyici bolge baglanma, Transkripsiyon
diizenleyici bolge niikleik asit baglanma, DNA baglayici transkripsiyon faktorii
aktivitesi, RNA polimeraz II 6zgiiliigiinde dizi 6zgiil DNA baglanma, Dizi 6zgiiliigiinde
cift sarmalli DNA baglanma, RNA polimeraz II transkripsiyon diizenleyici bolge dizi
0zgiil DNA baglanmasi1 gibi molekiiler islevler yer almaktadir. DBPA (DNA binding
protein A), inflamasyon kaynakli hepatokarsinogenezin hizlandirabilecek aday molekiil
oldugu bildirilmistir. DBPA gen ekspresyon diizeyinin HCC’nin ileri evreleriyle
iliskilendirilmistir (260). Diger bir ¢alismada HCC 6rneklerinin %37.7'sinde DBPA
promotdr bolgesinin metile edilmis oldugu ve promotdr metilasyonunun viriisle iliskili
olmayan HCC’lerle DBPA diisiik ekspresyonu ile 6nemli derecede iligkili oldugu ancak
virlisle iligskili HCC’larda bu iligki goriilmedi belirlenmistir (261). Gerek voltaj kapili

iyon kanallar1 gerekse DNA baglanmasi ile iliskili gen islevleri olsun s6z konusu
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genlerin metilasyonu, gen ekspresyon diizeyinde degisime neden olacagi icin HCC’nin
molekiiler mekanizmasinin aydinlatilmasinda 6nem tagimaktadir. MeDIP-Seq analizi ile
HCC ve kanserli olmayan karaciger dokusu metilasyon profili agisindan
karsilastirilmistir.  MeDIP-Seq yoOnteminde antikor aracili metilasyon profili
tamimlandig1 i¢in muhtemelen hiper- ve hipometile olan bolgelerde protein-kodlayan
genler belirlenmistir. Metilasyona ugrayan ve protein kodlayan genomik lokasyonlara
iceren bolgelerin molekiiler islev zenginlestirme analizinde peroksizom, mTOR sinyal
yolagi, Fokal adhezyon, RAP1 sinyal yolagi, Fosfolipaz D sinyal yolagi, Ras sinyal
yolagi ve PI3K/AKT sinyal iletim yolaginda rol oynadig: belirlenmistir. TCGA kanser
veri tabaninda yer alan (https://portal.gdc.cancer.gov/projects/TCGA) verileri ile
gerceklestirilen gen ekspresyon temelli gen seti zenginlestirme analizi sonucunda
peroksizomla iliskili gen veya genelerin ekspresyonlart ve HCC’nin evresine (TNM
evresi) dayali gelistirilen nomogram modeli sayesinde her bir hastanin verileri
kullanilarak kisisellestirilmis tahmini genel sagkalim analizleri yapilabilecegi (262).
Yine TCGA kanser veri tabani ile gergeklestirilen diger bir arastirmaya gore; PRGS
(Peroxisome-related genes: : peroksizomla iligkili genler)’in lipit sentezini etkileyerek
tiimorojenez ve timor progresyonunda 6nemli diizenleyiciler olarak gorev yaptigi tespit
edilmistir. Ayrica, PRG'ler metabolizma ve bagisiklik arasinda kritik bir baglanti araci
olarak gordiigli boylece tiimoral bagisiklik direncini artirdigi gosterilmistir (263). In
vitro ve in vivo deneysel sonuglar PPARy agonistlerinin, tiimoér hiicrelerinin
biiylimesini, go¢iinii ve invazyonunu inhibe edici bir rol sergiledigini gostermektedir.
Ayrica, PPARy aktivasyonunun HCC biiyiimesinin diizenlenmesinde 6nemli bir rol
oynayabilecegini yine bu g¢alismalarda gosterilmistir. Tiyazolidinedionlar tarafindan
PPARy aktivasyonunun veya viriis aracili gen transferi ile PPARY asir1 gen ekspresyonu
hepatoma hiicrelerinde biiylime inhibisyonu etkileri gosterdigi bildirilmistir, bu bilgilere
ragmen PPARy gen ekspresyon diizeyi ise HCC dokularinda hala tam olarak
aydmlatilamamistir (264). Mekanistik olarak gergeklestirilen bir ¢alismada, CMTM3
geninin genomdan g¢ikarilmasi sonucu (ing.knockout) Ppary gen ekspresyonunun
oldukca diisiirdiigi ve Dietilnitrozamin (DEN) muamelesi sonucunda ayrica bununla
iligkili lipid metabolizma genlerinide inaktive ettigi belirtilmistir (265). RNA-Seq,
Kromatin immunoprecipitation (ChlP) ve luciferaz reporter deneyi sonucunda mTOR
prtoteinin HCC’de IncRNA transkriptomunu diizenledigi Neatl geninin ise mTOR’un
ana hedefi oldugu gosterilmistir. Ayrica bu bulgular mMTOR'un HCC’nin metabolizmasi

ve gelisimi i¢in 6nemli olan 'Warburg Etkisi'ni etkisini arttirmak ic¢in kullandig1 bir
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molekiiler mekanizmay1 agiga c¢ikarmaktadir ve mTOR hedefli tedavinin antikanser
yanitinin degerlendirilmesi agisindan da 6nemli oldugu belirtilmistir (266). Son yillarda
TCGA kanser veri tabaninda yer alan verileri ile gergeklestirilen gen seti zenginlestirme
analizi sonucunda HCC hiicrelerinde PSME4 gen ekspresyonunun oldukca yiiksek
oldugu ve HCC hiicrelerinin ¢ogalmasint mTOR sinyal yolagi ile diizenledigi
bulunmustur (267). Giincel diger bir ¢aligmada ise, EYA4 geninin NF-kB/RAP1 sinyal
yolunun aktivasyonunu engelledigi bdylece HCC biiylimesine ve invazyonuna
fizyolojik bir engel olusturarak tiimor baskilayict islev gordiigii tespit edilmistir (268).
RAP1 ile yiritilen diger bir ¢alismada; RAP1 geninin miRNA’lar ile inhibisyonu
sonucunda HepG2 hiicrelerinde apoptozu ve 5S-fluorouracil (5-FU) kemoterapi
duyarliligin1 6nemli 6lgiide arttirdig1 saptanmustir (269). HCC ve PI3K/AKT sinyal yolu
ile iligkili diger bir aragtirmada CD73 (bir AMP hidroliz enzimi), PI3K/AKT sinyal
yolunu aktive ederek metastazi indiikledigini ve bunun HCC prognozu i¢in biyobelirteg
olabilecegini gostermislerdir (270). Tiim bu biyolojik siiregler ve molekiiler islevler,
metilasyona ugrayan genlerin ekspresyon diizeyinin degismesi ve bu degisimin HCC
hiicrelerinde ¢esitli metabolik yolaklar1 etkileyrek hastaligin seyri ve molekiiler
mekanizmasini etkiledigini ortaya koymustur. Sonu¢ olarak HCC hastaliginin teshisi,
prognozu ve metastazina yonelik molekiiler diizeyde bilgi saylayan transkriptomik ve
metilasyon ¢aligsmalarmin ayrintili analizi ve irdelenmesi, HCC tedavisine yonelik

gelistirilecek potansiyel ilaglar i¢in aday genleri ortaya koyabilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu ¢aligmada iki set transkriptom iizerinde 6nce GWAS ve daha sonra da
iki farkli yontemle metilasyon analizi yapilmistir.

Iki mikrodizi temelli transkriptom veri seti analizi sonucunda HCC’li
karaciger dokularindaki bazi genlerin ekspresyonunda artis ve bazilarinda
ise azalma saptanmistir. Calisma sonuglari giincel literatiir ile uyumlu olup,
cok detayli bir bicinde raporlanmis ve literatiirdeki bir¢ok sonucu kapsayip
yeni bir takim veriler de ortaya koymaktadir.

Ayni zamanda metilasyon caligmalarimiz birgok genin ekspresyonundaki
degisikligin epigenetik mekanizmalar ile gergeklestirildigini gostermektedir.
Saptanan genetik degisiklikler tan1 ve prognozunu belirlenmesinde énemli
rol oynamaktadir.

Bunu yaninda bazi saptanan hedef genler ayn1 zamanda ileride gelistirilecek
potansiyel tedaviler i¢in birer hedef olusturmaktadir.

Gelecekteki daha kapsamli analizlerle kesfedilen genlerin giivenilirligi
degerlendirilebilir, bu genlere dayali olarak terapi teknikleri tasarlanabilir ve

klinik kullanimlar1 detaylandirilabilir.

91



10.

KAYNAKLAR

Hanahan D, Weinberg RA. Hallmarks of cancer: the next generation. Cell 2011,
144(5): 646-74.

Carbone M, Arron ST, Beutler B, Bononi A, Cavenee W, Cleaver JE, Croce CM,
D'Andrea A, Foulkes WD, Gaudino G, Groden JL, Henske EP, Hickson ID, Hwang
PM, Kolodner RD, Mak TW, Malkin D, Monnat RJ, Jr., Novelli F, Pass HI, Petrini
JH, Schmidt LS, Yang H. Tumour predisposition and cancer syndromes as models
to study gene-environment interactions. Nat Rev Cancer 2020, 20(9): 533-49.
Easwaran H, Tsai HC, Baylin SB. Cancer epigenetics: tumor heterogeneity,
plasticity of stem-like states, and drug resistance. Mol Cell 2014, 54(5): 716-27.

Ni J, Bucci J, Malouf D, Knox M, Graham P, Li Y. Exosomes in Cancer
Radioresistance. Front Oncol 2019, 9: 8609.

Vessoni AT, Filippi-Chiela EC, Lenz G, Batista LFZ. Tumor propagating cells:
drivers of tumor plasticity, heterogeneity, and recurrence. Oncogene 2020, 39(10):
2055-68.

Chaffer CL, Weinberg RA. How does multistep tumorigenesis really proceed?
Cancer Discov 2015, 5(1): 22-4.

Shen H, Laird PW. Interplay between the cancer genome and epigenome. Cell
2013, 153(1): 38-55

Ferlay J, Soerjomataram |, Dikshit R, Eser S, Mathers C, Rebelo M, Parkin DM,
Forman D, Bray F. Cancer incidence and mortality worldwide: sources, methods
and major patterns in GLOBOCAN 2012. Int J Cancer 2015, 136(5): E359-86.
Bardak¢r M, Ergiin Y, Yalcin K. Retrospective Analysis of Demographic and
Laboratory Data of Patients with Hepatocellular Carcinoma: Single Center
Experience. Acta Oncologica Turcica 2019, 52(1): 64-72.

Akinyemiju T, Abera S, Ahmed M, Alam N, Alemayohu MA, Allen C, Al-Raddadi
R, Alvis-Guzman N, Amoako Y, Artaman A, Ayele TA, Barac A, Bensenor I,
Berhane A, Bhutta Z, Castillo-Rivas J, Chitheer A, Choi JY, Cowie B, Dandona L,
Dandona R, Dey S, Dicker D, Phuc H, Ekwueme DU, Zaki MS, Fischer F, Furst T,
Hancock J, Hay SI, Hotez P, Jee SH, Kasaeian A, Khader Y, Khang YH, Kumar A,
Kutz M, Larson H, Lopez A, Lunevicius R, Malekzadeh R, McAlinden C, Meier T,
Mendoza W, Mokdad A, Moradi-Lakeh M, Nagel G, Nguyen Q, Nguyen G, Ogbo

92



11.

12.

13.

14.

15.

16.

F, Patton G, Pereira DM, Pourmalek F, Qorbani M, Radfar A, Roshandel G,
Salomon JA, Sanabria J, Sartorius B, Satpathy M, Sawhney M, Sepanlou S,
Shackelford K, Shore H, Sun J, Mengistu DT, Topor-Madry R, Tran B, Ukwaja
KN, Vlassov V, Vollset SE, Vos T, Wakayo T, Weiderpass E, Werdecker A,
Yonemoto N, Younis M, Yu C, Zaidi Z, Zhu L, Murray CJL, Naghavi M,
Fitzmaurice C. The Burden of Primary Liver Cancer and Underlying Etiologies
From 1990 to 2015 at the Global, Regional, and National Level: Results From the
Global Burden of Disease Study 2015. JAMA Oncol 2017, 3(12): 1683-91.
McGlynn KA, Petrick JL, London WT. Global epidemiology of hepatocellular
carcinoma: an emphasis on demographic and regional variability. Clin Liver Dis
2015, 19(2): 223-38.

Sung H, Ferlay J, Siegel RL, Laversanne M, Soerjomataram |, Jemal A, Bray F.
Global Cancer Statistics 2020: GLOBOCAN Estimates of Incidence and Mortality
Worldwide for 36 Cancers in 185 Countries. CA Cancer J Clin 2021, 71(3): 209-
49,

Vo Quang E, Shimakawa Y, Nahon P. Epidemiological projections of viral-induced
hepatocellular carcinoma in the perspective of WHO global hepatitis elimination.
Liver Int 2021, 41(5): 915-27.

Garuti F, Neri A, Avanzato F, Gramenzi A, Rampoldi D, Rucci P, Farinati F,
Giannini EG, Piscaglia F, Rapaccini GL, Di Marco M, Caturelli E, Zoli M, Sacco
R, Cabibbo G, Marra F, Mega A, Morisco F, Gasbarrini A, Svegliati-Baroni G,
Foschi FG, Missale G, Masotto A, Nardone G, Raimondo G, Azzaroli F, Vidili G,
Brunetto MR, Trevisani F, group ILCs. The changing scenario of hepatocellular
carcinoma in Italy: an update. Liver Int 2021, 41(3): 585-97.

Kim E, Viatour P. Hepatocellular carcinoma: old friends and new tricks. Exp Mol
Med 2020, 52(12): 1898-907.

Nguyen PHD, Ma S, Phua CZJ, Kaya NA, Lai HLH, Lim CJ, Lim JQ, Wasser M,
Lai L, Tam WL, Lim TKH, Wan WK, Loh T, Leow WQ, Pang YH, Chan CY, Lee
SY, Cheow PC, Toh HC, Ginhoux F, lyer S, Kow AWC, Young Dan Y, Chung A,
Bonney GK, Goh BKP, Albani S, Chow PKH, Zhai W, Chew V. Intratumoural
immune heterogeneity as a hallmark of tumour evolution and progression in

hepatocellular carcinoma. Nat Commun 2021, 12(1): 227.

93



17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

Fernandez-Barrena MG, Arechederra M, Colyn L, Berasain C, Avila MA.
Epigenetics in hepatocellular carcinoma development and therapy: The tip of the
iceberg. JHEP Rep 2020, 2(6): 100167.

Samant H, Amiri HS, Zibari GB. Addressing the worldwide hepatocellular
carcinoma: epidemiology, prevention and management. J Gastrointest Oncol. 2021,
12(Suppl 2):361-73.

McGlynn KA, Petrick JL, EIl-Serag HB. Epidemiology of Hepatocellular
Carcinoma. Hepatology 2021, 73 Suppl 1 (Suppl 1): 4-13.

Tian BW, Yan LJ, Ding ZN, Liu H, Han CL, Meng GX, Xue JS, Dong ZR, Yan
YC, Hong JG, Chen ZQ, Wang DX, Li T. Evaluating liver function and the impact
of immune checkpoint inhibitors in the prognosis of hepatocellular carcinoma
patients: A systemic review and meta-analysis. Int Immunopharmacol 2023, 114:
109519.

Memon A, Pyao Y, Jung Y, Lee JI, Lee WK. A Modified Protocol of
Diethylnitrosamine Administration in Mice to Model Hepatocellular Carcinoma. Int
J Mol Sci 2020, 21(15): 5461.

Siegel RL, Miller KD, Jemal A. Cancer statistics, 2019. CA Cancer J Clin 2019,
69(1): 7-34.

White DL, Thrift AP, Kanwal F, Davila J, El-Serag HB. Incidence of
Hepatocellular Carcinoma in All 50 United States, From 2000 Through 2012.
Gastroenterology 2017, 152(4): 812-20

Yang JD, Mohamed EA, Aziz AO, Shousha HI, Hashem MB, Nabeel MM,
Abdelmaksoud AH, Elbaz TM, Afihene MY, Duduyemi BM, Ayawin JP, Gyedu A,
Lohoues-Kouacou MJ, Ndam AW, Moustafa EF, Hassany SM, Moussa AM,
Ugiagbe RA, Omuemu CE, Anthony R, Palmer D, Nyanga AF, Malu AO, Obekpa
S, Abdo AE, Siddig Al, Mudawi HM, Okonkwo U, Kooffreh-Ada M, Awuku YA,
Nartey YA, Abbew ET, Awuku NA, Otegbayo JA, Akande KO, Desalegn HM,
Omonisi AE, Ajayi AO, Okeke EN, Duguru MJ, Davwar PM, Okorie MC,
Mustapha S, Debes JD, Ocama P, Lesi OA, Odeghe E, Bello R, Onyekwere C,
Ekere F, Igetei R, Mah'moud MA, Addissie B, Ali HM, Gores GJ, Topazian MD,
Roberts LR, Africa Network for G, Liver D. Characteristics, management, and
outcomes of patients with hepatocellular carcinoma in Africa: a multicountry
observational study from the Africa Liver Cancer Consortium. Lancet
Gastroenterol Hepatol 2017, 2(2): 103-11

94



25.

26.

217.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

Yuen VW, Wong CC. Hypoxia-inducible factors and innate immunity in liver
cancer. J Clin Invest 2020, 130(10): 5052-62.

Forner A, Reig M, Bruix J. Hepatocellular carcinoma. Lancet 2018, 391(10127):
1301-14.

Chidambaranathan-Reghupaty S, Fisher PB, Sarkar D. Hepatocellular carcinoma
(HCC): Epidemiology, etiology and molecular classification. Adv Cancer Res 2021,
149: 1-61.

Nault JC, Datta S, Imbeaud S, Franconi A, Mallet M, Couchy G, Letouze E, Pilati
C, Verret B, Blanc JF, Balabaud C, Calderaro J, Laurent A, Letexier M, Bioulac-
Sage P, Calvo F, Zucman-Rossi J. Recurrent AAV2-related insertional mutagenesis
in human hepatocellular carcinomas. Nat Genet 2015, 47(10): 1187-93.

Levrero M, Zucman-Rossi J. Mechanisms of HBV-induced hepatocellular
carcinoma. J Hepatol 2016, 64(1 Suppl): S84-S101.

El-Serag HB, Rudolph KL. Hepatocellular carcinoma: epidemiology and molecular
carcinogenesis. Gastroenterology 2007, 132(7): 2557-76.

Venook AP, Papandreou C, Furuse J, de Guevara LL. The incidence and
epidemiology of hepatocellular carcinoma: a global and regional perspective.
Oncologist 2010, 15 (Suppl 4): 5-13.

Bharadwaj M, Roy G, Dutta K, Misbah M, Husain M, Hussain S. Tackling hepatitis
B virus-associated hepatocellular carcinoma--the future is now. Cancer Metastasis
Rev 2013, 32(1-2): 229-68.

Fattovich G, Stroffolini T, Zagni I, Donato F. Hepatocellular carcinoma in
cirrhosis: incidence and risk factors. Gastroenterology 2004, 127(5 Suppl 1): S35-
50.

Sherman M. Risk of hepatocellular carcinoma in hepatitis B and prevention through
treatment. Cleve Clin J Med 2009, 76 Suppl 3: S6-9.

Donato F, Tagger A, Gelatti U, Parrinello G, Boffetta P, Albertini A, Decarli A,
Trevisi P, Ribero ML, Martelli C, Porru S, Nardi G. Alcohol and hepatocellular
carcinoma: the effect of lifetime intake and hepatitis virus infections in men and
women. Am J Epidemiol 2002, 155(4): 323-31.

Ming L, Thorgeirsson SS, Gail MH, Lu P, Harris CC, Wang N, Shao Y, Wu Z, Liu
G, Wang X, Sun Z. Dominant role of hepatitis B virus and cofactor role of aflatoxin

in hepatocarcinogenesis in Qidong, China. Hepatology 2002, 36(5): 1214-20.

95



37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

Chen CJ, Yang HI, Su J, Jen CL, You SL, Lu SN, Huang GT, lloeje UH, Group R-
HS. Risk of hepatocellular carcinoma across a biological gradient of serum
hepatitis B virus DNA level. JAMA 2006, 295(1): 65-73.

Di Bisceglie AM. Hepatitis B and hepatocellular carcinoma. Hepatology 2009, 49(5
Suppl): S56-60.

Seto WK, Lo YR, Pawlotsky JM, Yuen MF. Chronic hepatitis B virus infection.
Lancet 2018, 392(10161): 2313-24.

World Health Organization. Hepatitis B vaccines: WHO position paper, July 2017 -
Recommendations. Vaccine 2019, 37(2): 223-5.

An P, Xu J, Yu Y, Winkler CA. Host and Viral Genetic Variation in HBV-Related
Hepatocellular Carcinoma. Front Genet 2018, 9: 261.

Dash S, Aydin Y, Widmer KE, Nayak L. Hepatocellular Carcinoma Mechanisms
Associated with Chronic HCV Infection and the Impact of Direct-Acting Antiviral
Treatment. J Hepatocell Carcinoma 2020, 7: 45-76.

Gower E, Estes C, Blach S, Razavi-Shearer K, Razavi H. Global epidemiology and
genotype distribution of the hepatitis C virus infection. J Hepatol 2014, 61(1
Suppl): S45-57.

Desai A, Sandhu S, Lai JP, Sandhu DS. Hepatocellular carcinoma in non-cirrhotic
liver: A comprehensive review. World J Hepatol 2019, 11(1): 1-18.

Lok AS, Everhart JE, Wright EC, Di Bisceglie AM, Kim HY, Sterling RK, Everson
GT, Lindsay KL, Lee WM, Bonkovsky HL, Dienstag JL, Ghany MG, Morishima
C, Morgan TR, Group H-CT. Maintenance peginterferon therapy and other factors
associated with hepatocellular carcinoma in patients with advanced hepatitis C.
Gastroenterology 2011, 140(3): 840-9.

Axley P, Ahmed Z, Ravi S, Singal AK. Hepatitis C Virus and Hepatocellular
Carcinoma: A Narrative Review. J Clin Transl Hepatol 2018, 6(1): 79-84.

El-Serag HB. Epidemiology of viral hepatitis and hepatocellular carcinoma.
Gastroenterology 2012, 142(6): 1264-73.

Yang JD, Roberts LR. Hepatocellular carcinoma: A global view. Nat Rev
Gastroenterol Hepatol 2010, 7(8): 448-58.

Kruse RL, Kramer JR, Tyson GL, Duan Z, Chen L, El-Serag HB, Kanwal F.
Clinical outcomes of hepatitis B virus coinfection in a United States cohort of
hepatitis C virus-infected patients. Hepatology 2014, 60(6): 1871-8.

96



50.

o1.

52.

53.

54.

55.

56.

S57.

58.

59.

Hajarizadeh B, Grebely J, Dore GJ. Epidemiology and natural history of HCV
infection. Nat Rev Gastroenterol Hepatol 2013, 10(9): 553-62.

Seeff LB. Natural history of chronic hepatitis C. Hepatology 2002, 36 (5 Suppl 1):
S35-46.

Craig AJ, von Felden J, Garcia-Lezana T, Sarcognato S, Villanueva A. Tumour
evolution in hepatocellular carcinoma. Nat Rev Gastroenterol Hepatol 2020, 17(3):
139-52.,

Kanwal F, Kramer J, Asch SM, Chayanupatkul M, Cao Y, El-Serag HB. Risk of
Hepatocellular Cancer in HCV Patients Treated With Direct-Acting Antiviral
Agents. Gastroenterology 2017, 153(4): 996-1005.e1001.

Llovet JM, Kelley RK, Villanueva A, Singal AG, Pikarsky E, Roayaie S, Lencioni
R, Koike K, Zucman-Rossi J, Finn RS. Hepatocellular carcinoma. Nat Rev Dis
Primers 2021, 7(1): 6.

Llovet JM, Zucman-Rossi J, Pikarsky E, Sangro B, Schwartz M, Sherman M,
Gores G. Hepatocellular carcinoma. Nat Rev Dis Primers 2016, 2: 16018.

Chiang DY, Villanueva A, Hoshida Y, Peix J, Newell P, Minguez B, LeBlanc AC,
Donovan DJ, Thung SN, Sole M, Tovar V, Alsinet C, Ramos AH, Barretina J,
Roayaie S, Schwartz M, Waxman S, Bruix J, Mazzaferro V, Ligon AH, Najfeld V,
Friedman SL, Sellers WR, Meyerson M, Llovet JM. Focal gains of VEGFA and
molecular classification of hepatocellular carcinoma. Cancer Res 2008, 68(16):
6779-88.

Kumar V, Kato N, Urabe Y, Takahashi A, Muroyama R, Hosono N, Otsuka M,
Tateishi R, Omata M, Nakagawa H, Koike K, Kamatani N, Kubo M, Nakamura Y,
Matsuda K. Genome-wide association study identifies a susceptibility locus for
HCV-induced hepatocellular carcinoma. Nat Genet 2011, 43(5): 455-8.

Lee MH, Huang YH, Chen HY, Khor SS, Chang YH, Lin YJ, Jen CL, Lu SN,
Yang HI, Nishida N, Sugiyama M, Mizokami M, Yuan Y, L'ltalien G, Tokunaga K,
Chen CJ, Group R-HCS. Human leukocyte antigen variants and risk of
hepatocellular carcinoma modified by hepatitis C virus genotypes: A genome-wide
association study. Hepatology 2018, 67(2): 651-61.

Li S, Qian J, Yang Y, Zhao W, Dai J, Bei JX, Foo JN, McLaren PJ, Li Z, Yang J,
Shen F, Liu L, Yang J, Li S, Pan S, Wang Y, Li W, Zhai X, Zhou B, Shi L, Chen
X, Chu M, Yan Y, Wang J, Cheng S, Shen J, Jia W, Liu J, Yang J, Wen Z, Li A,
Zhang Y, Zhang G, Luo X, Qin H, Chen M, Wang H, Jin L, Lin D, Shen H, He L,

97



60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

de Bakker PI, Wang H, Zeng YX, Wu M, Hu Z, Shi Y, Liu J, Zhou W. GWAS
identifies novel susceptibility loci on 6p21.32 and 21g21.3 for hepatocellular
carcinoma in chronic hepatitis B virus carriers. PLoS Genet 2012, 8(7): e1002791.
Lin YY, Yu MW, Lin SM, Lee SD, Chen CL, Chen DS, Chen PJ. Genome-wide
association analysis identifies a GLUL haplotype for familial hepatitis B virus-
related hepatocellular carcinoma. Cancer 2017, 123(20): 3966-76.

Miki D, Ochi H, Hayes CN, Abe H, Yoshima T, Aikata H, Ikeda K, Kumada H,
Toyota J, Morizono T, Tsunoda T, Kubo M, Nakamura Y, Kamatani N, Chayama
K. Variation in the DEPDCS5 locus is associated with progression to hepatocellular
carcinoma in chronic hepatitis C virus carriers. Nat Genet 2011, 43(8): 797-800.
Yang HI, Yuen MF, Chan HL, Han KH, Chen PJ, Kim DY, Ahn SH, Chen CJ,
Wong VW, Seto WK, Group R-BW. Risk estimation for hepatocellular carcinoma
in chronic hepatitis B (REACH-B): development and validation of a predictive
score. Lancet Oncol 2011, 12(6): 568-74.

Jin F, Xiong WYJ, Jing JC, Feng Z, Qu LS, Shen XZ. Evaluation of the association
studies of single nucleotide polymorphisms and hepatocellular carcinoma: a
systematic review. J Cancer Res Clin Oncol 2011, 137(7): 1095-104.

Zhang H, Zhai Y, Hu Z, Wu C, Qian J, Jia W, Ma F, Huang W, Yu L, Yue W,
Wang Z, Li P, Zhang Y, Liang R, Wei Z, Cui Y, Xie W, Cai M, Yu X, Yuan Y, Xia
X, Zhang X, Yang H, Qiu W, Yang J, Gong F, Chen M, Shen H, Lin D, Zeng YX,
He F, Zhou G. Genome-wide association study identifies 1p36.22 as a new
susceptibility locus for hepatocellular carcinoma in chronic hepatitis B virus
carriers. Nat Genet 2010, 42(9): 755-8.

Dai G, Liu P, Li X, Zhou X, He S. Association between PNPLA3 rs738409
polymorphism and nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD) susceptibility and
severity: A meta-analysis. Medicine (Baltimore) 2019, 98(7): e14324.

Buch S, Stickel F, Trepo E, Way M, Herrmann A, Nischalke HD, Brosch M,
Rosendahl J, Berg T, Ridinger M, Rietschel M, McQuillin A, Frank J, Kiefer F,
Schreiber S, Lieb W, Soyka M, Semmo N, Aigner E, Datz C, Schmelz R, Bruckner
S, Zeissig S, Stephan AM, Wodarz N, Deviere J, Clumeck N, Sarrazin C, Lammert
F, Gustot T, Deltenre P, Volzke H, Lerch MM, Mayerle J, Eyer F, Schafmayer C,
Cichon S, Nothen MM, Nothnagel M, Ellinghaus D, Huse K, Franke A, Zopf S,
Hellerbrand C, Moreno C, Franchimont D, Morgan MY, Hampe J. A genome-wide

98



67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

association study confirms PNPLA3 and identifies TM6SF2 and MBOAT?7 as risk
loci for alcohol-related cirrhosis. Nat Genet 2015, 47(12): 1443-8.

Romeo S, Kozlitina J, Xing C, Pertsemlidis A, Cox D, Pennacchio LA, Boerwinkle
E, Cohen JC, Hobbs HH. Genetic variation in PNPLA3 confers susceptibility to
nonalcoholic fatty liver disease. Nat Genet 2008, 40(12): 1461-5.

Wang B, Huang G, Wang D, Li A, Xu Z, Dong R, Zhang D, Zhou W. Null
genotypes of GSTM1 and GSTT1 contribute to hepatocellular carcinoma risk:
evidence from an updated meta-analysis. J Hepatol 2010, 53(3): 508-18.

Jiang HY, Chen J, Xia CC, Cao LK, Duan T, Song B. Noninvasive imaging of
hepatocellular carcinoma: From diagnosis to prognosis. World J Gastroenterol
2018, 24(22): 2348-62.

Lee TK, Guan XY, Ma S. Cancer stem cells in hepatocellular carcinoma - from
origin to clinical implications. Nat Rev Gastroenterol Hepatol 2022, 19(1): 26-44.
Malato Y, Naqvi S, Schurmann N, Ng R, Wang B, Zape J, Kay MA, Grimm D,
Willenbring H. Fate tracing of mature hepatocytes in mouse liver homeostasis and
regeneration. J Clin Invest 2011, 121(12): 4850-60.

Miltiadous O, Sia D, Hoshida Y, Fiel MI, Harrington AN, Thung SN, Tan PS,
Dong H, Revill K, Chang CY, Roayaie S, Byrne TJ, Mazzaferro V, Rakela J,
Florman S, Schwartz M, Llovet JM. Progenitor cell markers predict outcome of
patients with hepatocellular carcinoma beyond Milan criteria undergoing liver
transplantation. J Hepatol 2015, 63(6): 1368-77.

Yang XR, Xu Y, Yu B, Zhou J, Qiu SJ, Shi GM, Zhang BH, Wu WZ, Shi YH, Wu
B, Yang GH, Ji Y, Fan J. High expression levels of putative hepatic
stem/progenitor cell biomarkers related to tumour angiogenesis and poor prognosis
of hepatocellular carcinoma. Gut 2010, 59(7): 953-62.

Visscher PM, Montgomery GW. Genome-wide association studies and human
disease: from trickle to flood. JAMA 2009, 302(18): 2028-9.

Ngamruengphong S, Patel T. Molecular evolution of genetic susceptibility to
hepatocellular carcinoma. Dig Dis Sci 2014, 59(5): 986-91.

Munirajan AK, Ando K, Mukai A, Takahashi M, Suenaga Y, Ohira M, Koda T,
Hirota T, Ozaki T, Nakagawara A. KIF1Bbeta functions as a haploinsufficient
tumor suppressor gene mapped to chromosome 1p36.2 by inducing apoptotic cell
death. J Biol Chem 2008, 283(36): 24426-34.

99



77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

Yeh IT, Lenci RE, Qin Y, Buddavarapu K, Ligon AH, Leteurtre E, Do Cao C,
Cardot-Bauters C, Pigny P, Dahia PL. A germline mutation of the KIF1B beta gene
on 1p36 in a family with neural and nonneural tumors. Hum Genet 2008, 124(3):
279-85.

Schlisio S, Kenchappa RS, Vredeveld LC, George RE, Stewart R, Greulich H,
Shahriari K, Nguyen NV, Pigny P, Dahia PL, Pomeroy SL, Maris JM, Look AT,
Meyerson M, Peeper DS, Carter BD, Kaelin WG, Jr. The kinesin KIF1Bbeta acts
downstream from EgQIN3 to induce apoptosis and is a potential 1p36 tumor
suppressor. Genes Dev 2008, 22(7): 884-93.

Abbas Z, Yakoob J, Umer MA, Abbas M, Hamid S. Interferon lambda-3
polymorphism and response to pegylated interferon in patients with hepatitis D.
Antivir Ther 2015, 20(5): 529-33.

Karatayli SC, Ulger ZE, Ergul AA, Keskin O, Karatayli E, Albayrak R, Ozkan M,
Idilman R, Yalcin K, Bozkaya H, Uzunalimoglu O, Yurdaydin C, Bozdayi AM.
Tumour necrosis factor-alpha, interleukin-10, interferon-gamma and vitamin D
receptor gene polymorphisms in patients with chronic hepatitis delta. J Viral Hepat
2014, 21(4): 297-304.

Yilmaz E, Baran B, Soyer OM, Onel M, Onel D, Ormeci AC, Gokturk S, Evirgen
S, Akyuz F, Demir K, Besisik F, Kaymakoglu S, Karaca C. Effects of
polymorphisms in interferon lambda 3 (interleukin 28B) on sustained virologic
response to therapy in patients with chronic hepatitis D virus infection. Clin
Gastroenterol Hepatol 2014, 12(10): 1753-8.

Sawai H, Nishida N, Mbarek H, Matsuda K, Mawatari Y, Yamaoka M, Hige S,
Kang JH, Abe K, Mochida S, Watanabe M, Kurosaki M, Asahina Y, lzumi N,
Honda M, Kaneko S, Tanaka E, Matsuura K, Itoh Y, Mita E, Korenaga M, Hino K,
Murawaki Y, Hiasa Y, Ide T, Ito K, Sugiyama M, Ahn SH, Han KH, Park JY,
Yuen MF, Nakamura Y, Tanaka Y, Mizokami M, Tokunaga K. No association for
Chinese HBV-related hepatocellular carcinoma susceptibility SNP in other East
Asian populations. BMC Med Genet 2012, 13: 47.

Yang SZ, Wang JT, Yu WW, Liu Q, Wu YF, Chen SG. Downregulation of KIF1B
MRNA in hepatocellular carcinoma tissues correlates with poor prognosis. World J
Gastroenterol 2015, 21(27): 8418-24.

100



84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.
91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

Su C, Lin Y, Niu J, Cai L. Association between polymorphisms in tumor
suppressor genes and oncogenes and risk of hepatocellular carcinoma: a case-
control study in an HCC epidemic area within the Han Chinese population. Med
Oncol 2014, 31(12): 356.

Seo JY, Park YJ, Yi YA, Hwang JY, Lee IB, Cho BH, Son HH, Seo DG.
Epigenetics: general characteristics and implications for oral health. Restor Dent
Endod 2015, 40(1): 14-22.

Robertson KD. DNA methylation and human disease. Nat Rev Genet 2005, 6(8):
597-610.

Choi JD, Lee JS. Interplay between Epigenetics and Genetics in Cancer. Genomics
Inform 2013, 11(4): 164-73.

Sawan C, Vaissiere T, Murr R, Herceg Z. Epigenetic drivers and genetic passengers
on the road to cancer. Mutat Res 2008, 642(1-2): 1-13.

Coolen MW, Statham AL, Qu W, Campbell MJ, Henders AK, Montgomery GW,
Martin NG, Clark SJ. Impact of the genome on the epigenome is manifested in
DNA methylation patterns of imprinted regions in monozygotic and dizygotic
twins. PLoS One 2011, 6(10): e25590.

Hamilton JP. Epigenetics: principles and practice. Dig Dis 2011, 29(2): 130-5.
Jiang YH, Bressler J, Beaudet AL. Epigenetics and human disease. Annu Rev
Genomics Hum Genet 2004, 5: 479-510.

Heijmans BT, Tobi EW, Stein AD, Putter H, Blauw GJ, Susser ES, Slagboom PE,
Lumey LH. Persistent epigenetic differences associated with prenatal exposure to
famine in humans. Proc Natl Acad Sci U S A 2008, 105(44): 17046-9.

Cooper DN. Eukaryotic DNA methylation. Hum Genet 1983, 64(4): 315-33.
Jurkowski TP, Jeltsch A. On the evolutionary origin of eukaryotic DNA
methyltransferases and Dnmt2. PLoS One 2011, 6(11): e28104.

Kanwal R, Gupta S. Epigenetic modifications in cancer. Clin Genet 2012, 81(4):
303-11.

Sharma S, Kelly TK, Jones PA. Epigenetics in cancer. Carcinogenesis 2010, 31(1):
27-36.

Turek-Plewa J, Jagodzinski PP. The role of mammalian DNA methyltransferases in
the regulation of gene expression. Cell Mol Biol Lett 2005, 10(4): 631-47.

Han L, Witmer PD, Casey E, Valle D, Sukumar S. DNA methylation regulates
MicroRNA expression. Cancer Biol Ther 2007, 6(8): 1284-8.

101



99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.

109.

Bird AP. DNA methylation and the frequency of CpG in animal DNA. Nucleic
Acids Res 1980, 8(7): 1499-504.

Jones PA. Functions of DNA methylation: islands, start sites, gene bodies and
beyond. Nat Rev Genet 2012, 13(7): 484-92.

De Smet C, Lurquin C, Lethe B, Martelange V, Boon T. DNA methylation is the
primary silencing mechanism for a set of germ line- and tumor-specific genes with
a CpG-rich promoter. Mol Cell Biol 1999, 19(11): 7327-35.

Toparslan E, Mercan L, Kuran M. [DNA Methylation Patterns in Epigenetic
Context of Inheritance]. J Anim Prod 2015, 56(2): 38-42

Carrio E, Suelves M. DNA methylation dynamics in muscle development and
disease. Front Aging Neurosci 2015, 7: 19.

Feinberg AP, VVogelstein B. Hypomethylation distinguishes genes of some human
cancers from their normal counterparts. Nature 1983, 301(5895): 89-92.

Kim JK, Samaranayake M, Pradhan S. Epigenetic mechanisms in mammals. Cell
Mol Life Sci 2009, 66(4): 596-612.

Sato N, Maitra A, Fukushima N, van Heek NT, Matsubayashi H, lacobuzio-
Donahue CA, Rosty C, Goggins M. Frequent hypomethylation of multiple genes
overexpressed in pancreatic ductal adenocarcinoma. Cancer Res 2003, 63(14):
4158-66.

Javierre BM, Fernandez AF, Richter J, Al-Shahrour F, Martin-Subero JI,
Rodriguez-Ubreva J, Berdasco M, Fraga MF, O'Hanlon TP, Rider LG, Jacinto FV,
Lopez-Longo FJ, Dopazo J, Forn M, Peinado MA, Carreno L, Sawalha AH, Harley
JB, Siebert R, Esteller M, Miller FW, Ballestar E. Changes in the pattern of DNA
methylation associate with twin discordance in systemic lupus erythematosus.
Genome Res 2010, 20(2): 170-9.

Absher DM, Li X, Waite LL, Gibson A, Roberts K, Edberg J, Chatham WW,
Kimberly RP. Genome-wide DNA methylation analysis of systemic lupus
erythematosus reveals persistent hypomethylation of interferon genes and
compositional changes to CD4+ T-cell populations. PLoS Genet 2013, 9(8):
e1003678.

Jeffries MA, Dozmorov M, Tang Y, Merrill JT, Wren JD, Sawalha AH. Genome-
wide DNA methylation patterns in CD4+ T cells from patients with systemic lupus
erythematosus. Epigenetics 2011, 6(5): 593-601.

102



110.

111.

112.

113.

114.

115.

116.

117.

118.

119.

120.

121.

122.

123.

Kaneto H, Sasaki S, Yamamoto H, Itoh F, Toyota M, Suzuki H, Ozeki I, Iwata N,
Ohmura T, Satoh T, Karino Y, Satoh T, Toyota J, Satoh M, Endo T, Omata M,
Imai K. Detection of hypermethylation of the pl6(INK4A) gene promoter in
chronic hepatitis and cirrhosis associated with hepatitis B or C virus. Gut 2001,
48(3): 372-7.

Sceusi EL, Loose DS, Wray CJ. Clinical implications of DNA methylation in
hepatocellular carcinoma. HPB (Oxford) 2011, 13(6): 369-76.

Farazi PA, DePinho RA. Hepatocellular carcinoma pathogenesis: from genes to
environment. Nat Rev Cancer 2006, 6(9): 674-87.

Ellis L, Atadja PW, Johnstone RW. Epigenetics in cancer: targeting chromatin
modifications. Mol Cancer Ther 2009, 8(6): 1409-20,

Dawson MA, Kouzarides T. Cancer epigenetics: from mechanism to therapy. Cell
2012, 150(1): 12-27.

Chen Z, Wang L, Wang Q, Li W. Histone modifications and chromatin
organization in prostate cancer. Epigenomics 2010, 2(4): 551-60.

Mottamal M, Zheng S, Huang TL, Wang G. Histone deacetylase inhibitors in
clinical studies as templates for new anticancer agents. Molecules 2015, 20(3):
3898-941.

Chen QW, Zhu XY, Li YY, Meng ZQ. Epigenetic regulation and cancer (review).
Oncol Rep 2014, 31(2): 523-32.

Brait M, Sidransky D. Cancer epigenetics: above and beyond. Toxicol Mech
Methods 2011, 21(4): 275-88.

Ropero S, Esteller M. The role of histone deacetylases (HDACSs) in human cancer.
Mol Oncol 2007, 1(1): 19-25.

Lakshmaiah KC, Jacob LA, Aparna S, Lokanatha D, Saldanha SC. Epigenetic
therapy of cancer with histone deacetylase inhibitors. J Cancer Res Ther 2014,
10(3): 469-78.

Barneda-Zahonero B, Parra M. Histone deacetylases and cancer. Mol Oncol 2012,
6(6): 579-89.

Rajendran P, Williams DE, Ho E, Dashwood RH. Metabolism as a key to histone
deacetylase inhibition. Crit Rev Biochem Mol Biol 2011, 46(3): 181-99.

Virani S, Colacino JA, Kim JH, Rozek LS. Cancer epigenetics: a brief review.
ILAR J 2012, 53(3-4): 359-69.

103



124.

125.

126.

127.

128.

129.

130.

131.

132.

133.
134.

Kim TY, Bang YJ, Robertson KD. Histone deacetylase inhibitors for cancer
therapy. Epigenetics 2006, 1(1): 14-23.

Mishra N, Reilly CM, Brown DR, Ruiz P, Gilkeson GS. Histone deacetylase
inhibitors modulate renal disease in the MRL-Ipr/lpr mouse. J Clin Invest 2003,
111(4): 539-52.

Kawabata T, Nishida K, Takasugi K, Ogawa H, Sada K, Kadota Y, Inagaki J,
Hirohata S, Ninomiya Y, Makino H. Increased activity and expression of histone
deacetylase 1 in relation to tumor necrosis factor-alpha in synovial tissue of
rheumatoid arthritis. Arthritis Res Ther 2010, 12(4): R133.

Gillespie J, Savic S, Wong C, Hempshall A, Inman M, Emery P, Grigg R,
McDermott MF. Histone deacetylases are dysregulated in rheumatoid arthritis and a
novel histone deacetylase 3-selective inhibitor reduces interleukin-6 production by
peripheral blood mononuclear cells from rheumatoid arthritis patients. Arthritis
Rheum 2012, 64(2): 418-22.

Kouzarides T. Chromatin modifications and their function. Cell 2007, 128(4): 693-
705.

Fischle W, Wang Y, Jacobs SA, Kim Y, Allis CD, Khorasanizadeh S. Molecular
basis for the discrimination of repressive methyl-lysine marks in histone H3 by
Polycomb and HP1 chromodomains. Genes Dev 2003, 17(15): 1870-81.

Pray-Grant MG, Daniel JA, Schieltz D, Yates JR, 3rd, Grant PA. Chdl
chromodomain links histone H3 methylation with SAGA- and SLIK-dependent
acetylation. Nature 2005, 433(7024): 434-8.

Glant TT, Besenyei T, Kadar A, Kurko J, Tryniszewska B, Gal J, Soos G,
Szekanecz Z, Hoffmann G, Block JA, Katz RS, Mikecz K, Rauch TA.
Differentially expressed epigenome modifiers, including aurora kinases A and B, in
immune cells in rheumatoid arthritis in humans and mouse models. Arthritis Rheum
2013, 65(7): 1725-35.

Audia JE, Campbell RM. Histone Modifications and Cancer. Cold Spring Harb
Perspect Biol 2016, 8(4): a019521.

Yan H, Bu P. Non-coding RNA in cancer. Essays Biochem 2021, 65(4): 625-39.
Lewis BP, Shih IH, Jones-Rhoades MW, Bartel DP, Burge CB. Prediction of
mammalian microRNA targets. Cell 2003, 115(7): 787-98.

104



135.

136.

137.

138.

139.

140.

141.

142.

143.

Vos PD, Leedman PJ, Filipovska A, Rackham O. Modulation of miRNA function
by natural and synthetic RNA-binding proteins in cancer. Cell Mol Life Sci 2019,
76(19): 3745-52.

Kwek KY, Murphy S, Furger A, Thomas B, O'Gorman W, Kimura H, Proudfoot
NJ, Akoulitchev A. Ul snRNA associates with TFIIH and regulates transcriptional
initiation. Nat Struct Biol 2002, 9(11): 800-5.

Benetti R, Gonzalo S, Jaco I, Munoz P, Gonzalez S, Schoeftner S, Murchison E,
Andl T, Chen T, Klatt P, Li E, Serrano M, Millar S, Hannon G, Blasco MA. A
mammalian microRNA cluster controls DNA methylation and telomere
recombination via Rbl2-dependent regulation of DNA methyltransferases. Nat
Struct Mol Biol 2008, 15(9): 998.

Yan S, Yim LY, Lu L, Lau CS, Chan VS. MicroRNA Regulation in Systemic
Lupus Erythematosus Pathogenesis. Immune Netw 2014, 14(3): 138-48.

Wei Y, Yang J, Yi L, Wang Y, Dong Z, Liu Z, Ou-yang S, Wu H, Zhong Z, Yin Z,
Zhou K, Gao Y, Yan B, Wang Z. MiR-223-3p targeting SEPT6 promotes the
biological behavior of prostate cancer. Sci Rep 2014, 4: 7546.

Wang H, Peng W, Ouyang X, Li W, Dai Y. Circulating microRNAs as candidate
biomarkers in patients with systemic lupus erythematosus. Transl Res 2012, 160(3):
198-206.

Pauley KM, Satoh M, Chan AL, Bubb MR, Reeves WH, Chan EK. Upregulated
miR-146a expression in peripheral blood mononuclear cells from rheumatoid
arthritis patients. Arthritis Res Ther 2008, 10(4): R101.

Lechman ER, Gentner B, Ng SW, Schoof EM, van Galen P, Kennedy JA, Nucera
S, Ciceri F, Kaufmann KB, Takayama N, Dobson SM, Trotman-Grant A, Krivdova
G, Elzinga J, Mitchell A, Nilsson B, Hermans KG, Eppert K, Marke R, Isserlin R,
Voisin V, Bader GD, Zandstra PW, Golub TR, Ebert BL, Lu J, Minden M, Wang
JC, Naldini L, Dick JE. miR-126 Regulates Distinct Self-Renewal Outcomes in
Normal and Malignant Hematopoietic Stem Cells. Cancer Cell 2016, 29(2): 214-
28.

Na Y, Hall A, Choi K, Hu L, Rose J, Coover RA, Miller A, Hennigan RF, Dombi
E, Kim MO, Subramanian S, Ratner N, Wu J. MicroRNA-155 contributes to
plexiform neurofibroma growth downstream of MEK. Oncogene 2021, 40(5): 951-
63.

105



144,

145.

146.

147.

148.

149.

150.

151.

152.

153.

154.

155.

You JS, Jones PA. Cancer genetics and epigenetics: two sides of the same coin?
Cancer Cell 2012, 22(1): 9-20.

Calvisi DF, Ladu S, Gorden A, Farina M, Lee JS, Conner EA, Schroeder I, Factor
VM, Thorgeirsson SS. Mechanistic and prognostic significance of aberrant
methylation in the molecular pathogenesis of human hepatocellular carcinoma. J
Clin Invest 2007, 117(9): 2713-22.

Libbrecht L, Desmet V, Roskams T. Preneoplastic lesions in human
hepatocarcinogenesis. Liver Int 2005, 25(1): 16-27.

Bird AP. The relationship of DNA methylation to cancer. Cancer Surv 1996, 28:
87-101.

Bestor TH, Ingram VM. Two DNA methyltransferases from murine
erythroleukemia cells: purification, sequence specificity, and mode of interaction
with DNA. Proc Natl Acad Sci U S A 1983, 80(18): 5559-63.

Okano M, Bell DW, Haber DA, Li E. DNA methyltransferases Dnmt3a and
Dnmt3b are essential for de novo methylation and mammalian development. Cell
1999, 99(3): 247-57.

Bell AC, Felsenfeld G. Methylation of a CTCF-dependent boundary controls
imprinted expression of the 1gf2 gene. Nature 2000, 405(6785): 482-5.

Finkelstein JD. Methionine metabolism in mammals. J Nutr Biochem 1990, 1(5):
228-37.

Lu SC, Mato JM. Role of methionine adenosyltransferase and S-
adenosylmethionine in alcohol-associated liver cancer. Alcohol 2005, 35(3): 227-
34.

Pascale RM, Simile MM, De Miglio MR, Nufris A, Daino L, Seddaiu MA, Rao
PM, Rajalakshmi S, Sarma DS, Feo F. Chemoprevention by S-adenosyl-L-
methionine of rat liver carcinogenesis initiated by 1,2-dimethylhydrazine and
promoted by orotic acid. Carcinogenesis 1995, 16(2): 427-30.

Yang B, Guo M, Herman JG, Clark DP. Aberrant promoter methylation profiles of
tumor suppressor genes in hepatocellular carcinoma. Am J Pathol 2003, 163(3):
1101-7.

Zhong S, Tang MW, Yeo W, Liu C, Lo YM, Johnson PJ. Silencing of GSTP1 gene
by CpG island DNA hypermethylation in HBV-associated hepatocellular
carcinomas. Clin Cancer Res 2002, 8(4): 1087-92.

106



156.

157.

158.

159.

160.

161.

162.

163.

164.

165.

166.

Jicai Z, Zongtao Y, Jun L, Haiping L, Jianmin W, Lihua H. Persistent infection of
hepatitis B virus is involved in high rate of pl6 methylation in hepatocellular
carcinoma. Mol Carcinog 2006, 45(7): 530-6.

Lambert MP, Paliwal A, Vaissiere T, Chemin I, Zoulim F, Tommasino M, Hainaut
P, Sylla B, Scoazec JY, Tost J, Herceg Z. Aberrant DNA methylation distinguishes
hepatocellular carcinoma associated with HBV and HCV infection and alcohol
intake. J Hepatol 2011, 54(4): 705-15.

Zhang YJ, Ahsan H, Chen Y, Lunn RM, Wang LY, Chen SY, Lee PH, Chen CJ,
Santella RM. High frequency of promoter hypermethylation of RASSF1A and p16
and its relationship to aflatoxin B1-DNA adduct levels in human hepatocellular
carcinoma. Mol Carcinog 2002, 35(2): 85-92.

Lin CH, Hsieh SY, Sheen IS, Lee WC, Chen TC, Shyu WC, Liaw YF. Genome-
wide hypomethylation in hepatocellular carcinogenesis. Cancer Res 2001, 61(10):
4238-43.

Karpen GH, Hawley RS, Allis C, Jenuwein T, Reinberg D, Caparros M. Epigenetic
regulation of chromosome inheritance. Epigenetics 2007, 2007: 265-89.

Jones PA, Baylin SB. The fundamental role of epigenetic events in cancer. Nat Rev
Genet 2002, 3(6): 415-28.

Herceg Z, Paliwal A. Epigenetic mechanisms in hepatocellular carcinoma: how
environmental factors influence the epigenome. Mutat Res 2011, 727(3): 55-61.
Schneider R, Grosschedl R. Dynamics and interplay of nuclear architecture,
genome organization, and gene expression. Genes Dev 2007, 21(23): 3027-43.

He C, Xu J, Zhang J, Xie D, Ye H, Xiao Z, Cai M, Xu K, Zeng Y, Li H, Wang J.
High expression of trimethylated histone H3 lysine 4 is associated with poor
prognosis in hepatocellular carcinoma. Hum Pathol 2012, 43(9): 1425-35.

Cai MY, Hou JH, Rao HL, Luo RZ, Li M, Pei XQ, Lin MC, Guan XY, Kung HF,
Zeng YX, Xie D. High expression of H3K27me3 in human hepatocellular
carcinomas correlates closely with vascular invasion and predicts worse prognosis
in patients. Mol Med 2011, 17(1-2): 12-20.

Kondo Y, Shen L, Suzuki S, Kurokawa T, Masuko K, Tanaka Y, Kato H, Mizuno
Y, Yokoe M, Sugauchi F, Hirashima N, Orito E, Osada H, Ueda R, Guo Y, Chen
X, Issa JP, Sekido Y. Alterations of DNA methylation and histone modifications
contribute to gene silencing in hepatocellular carcinomas. Hepatol Res 2007,
37(11): 974-83.

107



167.

168.

169.

170.

171.

172.

173.

174.

175.

176.

177.

Sistayanarain A, Tsuneyama K, Zheng H, Takahashi H, Nomoto K, Cheng C,
Murai Y, Tanaka A, Takano Y. Expression of Aurora-B kinase and phosphorylated
histone H3 in hepatocellular carcinoma. Anticancer Res 2006, 26(5A): 3585-93.
Mattick JS, Makunin IV. Non-coding RNA. Hum Mol Genet 2006, 15 Spec No 1:
R17-29.

Negrini M, Gramantieri L, Sabbioni S, Croce CM. microRNA involvement in
hepatocellular carcinoma. Anticancer Agents Med Chem 2011, 11(6): 500-21.
Abbastabar M, Sarfi M, Golestani A, Khalili E. IncRNA involvement in
hepatocellular carcinoma metastasis and prognosis. EXCLI J 2018, 17: 900-13.
Geng YJ, Xie SL, Li Q, Ma J, Wang GY. Large intervening non-coding RNA
HOTAIR is associated with hepatocellular carcinoma progression. J Int Med Res
2011, 39(6): 2119-28.

Hou Z, Xu X, Fu X, Tao S, Zhou J, Liu S, Tan D. HBx-related long non-coding
RNA MALAT1 promotes cell metastasis via up-regulating LTBP3 in
hepatocellular carcinoma. Am J Cancer Res 2017, 7(4): 845-56.

Li C, Miao R, Liu S, Wan Y, Zhang S, Deng Y, Bi J, Qu K, Zhang J, Liu C. Down-
regulation of miR-146b-5p by long noncoding RNA MALATL in hepatocellular
carcinoma promotes cancer growth and metastasis. Oncotarget 2017, 8(17): 28683-
95.

Ng KW, Anderson C, Marshall EA, Minatel BC, Enfield KS, Saprunoff HL, Lam
WL, Martinez VD. Piwi-interacting RNAs in cancer: emerging functions and
clinical utility. Mol Cancer 2016, 15: 5.

Kojima K, April C, Canasto-Chibuque C, Chen X, Deshmukh M, Venkatesh A,
Tan PS, Kobayashi M, Kumada H, Fan JB, Hoshida Y. Transcriptome profiling of
archived sectioned formalin-fixed paraffin-embedded (AS-FFPE) tissue for disease
classification. PLoS One 2014, 9(1): e86961.

Villanueva A, Portela A, Sayols S, Battiston C, Hoshida Y, Méndez-Gonzalez J,
Imbeaud S, Letouzé E, Hernandez-Gea V, Cornella H, Pinyol R, Solé M, Fuster J,
Zucman-Rossi J, Mazzaferro V, Esteller M, Llovet JM. DNA methylation-based
prognosis and epidrivers in hepatocellular carcinoma. Hepatology 2015, 61(6):
1945-56.

Durinck S, Spellman PT, Birney E, Huber W. Mapping identifiers for the
integration of genomic datasets with the R/Bioconductor package biomaRt. Nat
Protoc 2009, 4(8): 1184-91.

108



178.

179.

180.

181.

182.

183.

184.

185.

186.

187.

188.

Gautier L, Cope L, Bolstad BM, Irizarry RA. affy--analysis of Affymetrix
GeneChip data at the probe level. Bioinformatics 2004, 20(3): 307-15.

Ritchie ME, Phipson B, Wu D, Hu Y, Law CW, Shi W, Smyth GK. limma powers
differential expression analyses for RNA-sequencing and microarray studies.
Nucleic Acids Res 2015, 43(7): e47.

Metsalu T, Vilo J. ClustVis: a web tool for visualizing clustering of multivariate
data using Principal Component Analysis and heatmap. Nucleic Acids Res 2015,
43(W1): 566-70.

Reimand J, Isserlin R, Voisin V, Kucera M, Tannus-Lopes C, Rostamianfar A,
Wadi L, Meyer M, Wong J, Xu C, Merico D, Bader GD. Pathway enrichment
analysis and visualization of omics data using g:Profiler, GSEA, Cytoscape and
EnrichmentMap. Nat Protoc 2019, 14(2): 482-517.

Szklarczyk D, Franceschini A, Wyder S, Forslund K, Heller D, Huerta-Cepas J,
Simonovic M, Roth A, Santos A, Tsafou KP, Kuhn M, Bork P, Jensen LJ, von
Mering C. STRING v10: protein-protein interaction networks, integrated over the
tree of life. Nucleic Acids Res 2015, 43(Database issue): 447-52.

Garcia-Moreno A, Lopez-Dominguez R, Villatoro-Garcia JA, Ramirez-Mena A,
Aparicio-Puerta E, Hackenberg M, Pascual-Montano A, Carmona-Saez P.
Functional Enrichment Analysis of Regulatory Elements. Biomedicines 2022,
10(3): 590.

Garcia-Ruiz S, Gil-Martinez AL, Cisterna A, Jurado-Ruiz F, Reynolds RH,
Cookson MR, Hardy J, Ryten M, Botia JA. CoExp: A Web Tool for the
Exploitation of Co-expression Networks. Front Genet 2021, 12: 630187.

Cardozo LE, Russo PST, Gomes-Correia B, Araujo-Pereira M, Sepulveda-
Hermosilla G, Maracaja-Coutinho V, Nakaya HI. webCEMiTool: Co-expression
Modular Analysis Made Easy. Front Genet 2019, 10: 146.

Bolger AM, Lohse M, Usadel B. Trimmomatic: a flexible trimmer for Illumina
sequence data. Bioinformatics 2014, 30(15): 2114-20.

Chen S, Zhou Y, Chen Y, Gu J. fastp: an ultra-fast all-in-one FASTQ preprocessor.
Bioinformatics 2018, 34(17): 884-90.

Ewels P, Magnusson M, Lundin S, Kéller M. MultiQC: summarize analysis results
for multiple tools and samples in a single report. Bioinformatics 2016, 32(19):
3047-8.

109



189.

190.

191.

192.

193.

194,

195.

196.

197.

198.

199.

200.

201.

Shen W, Le S, Li Y, Hu F. SegKit: A Cross-Platform and Ultrafast Toolkit for
FASTA/Q File Manipulation. PLoS One 2016, 11(10): e0163962.

Langmead B, Salzberg SL. Fast gapped-read alignment with Bowtie 2. Nat
Methods 2012, 9(4): 357-9.

Li H, Handsaker B, Wysoker A, Fennell T, Ruan J, Homer N, Marth G, Abecasis
G, Durbin R. The Sequence Alignment/Map format and SAMtools. Bioinformatics
2009, 25(16): 2078-9.

Krueger F, Andrews SR. Bismark: a flexible aligner and methylation caller for
Bisulfite-Seq applications. Bioinformatics 2011, 27(11): 1571-2.

Quinlan AR, Hall IM. BEDTools: a flexible suite of utilities for comparing
genomic features. Bioinformatics 2010, 26(6): 841-2.

Ge SX, Jung D, Yao R. ShinyGO: a graphical gene-set enrichment tool for animals
and plants. Bioinformatics 2020, 36(8): 2628-9.
https://www.creativebiomart.net/epigenetics/services/dna-methylation-analysis-
service/medip-based-service/medip-seg-service/ Son Erigim Tarihi 20.06.2023
Lienhard M, Grasse S, Rolff J, Frese S, Schirmer U, Becker M, Borno S,
Timmermann B, Chavez L, Siiltmann H, Leschber G, Fichtner I, Schweiger MR,
Herwig R. QSEA-modelling of genome-wide DNA methylation from sequencing
enrichment experiments. Nucleic Acids Res 2017, 45(6): e44.

Cavalcante RG, Sartor MA. annotatr: genomic regions in context. Bioinformatics
2017, 33(15): 2381-3.

Balogh J, Victor D, 3rd, Asham EH, Burroughs SG, Boktour M, Saharia A, Li X,
Ghobrial RM, Monsour HP, Jr. Hepatocellular carcinoma: a review. J Hepatocell
Carcinoma 2016, 3: 41-53.

Villanueva A, Minguez B, Forner A, Reig M, Llovet JM. Hepatocellular
carcinoma: novel molecular approaches for diagnosis, prognosis, and therapy. Annu
Rev Med 2010, 61: 317-28.

Chen J, Ding C, Chen Y, HU W, Lu Y, Wu W, Zhang Y, Yang B, Wu H, Peng C,
Xie H, Zhou L, Wu J, Zheng S. ACSL4 promotes hepatocellular carcinoma
progression via c-Myc stability mediated by ERK/FBW7/c-Myc axis. Oncogenesis
2020, 9(4): 42.

Liu G, Dong C, Liu L. Integrated Multiple "-omics” Data Reveal Subtypes of
Hepatocellular Carcinoma. PLoS One 2016, 11(11): e0165457i.

110



202.

203.

204.

205.

206.

207.

208.

209.

210.

211.

212.

213.

Liu J, Lichtenberg T, Hoadley KA, Poisson LM, Lazar AJ, Cherniack AD,
Kovatich AJ, Benz CC, Levine DA, Lee AV, Omberg L, Wolf DM, Shriver CD,
Thorsson V, Hu H. An Integrated TCGA Pan-Cancer Clinical Data Resource to
Drive High-Quality Survival Outcome Analytics. Cell 2018, 173(2): 400-416.e411.
Barrett T, Wilhite SE, Ledoux P, Evangelista C, Kim IF, Tomashevsky M,
Marshall KA, Phillippy KH, Sherman PM, Holko M, Yefanov A, Lee H, Zhang N,
Robertson CL, Serova N, Davis S, Soboleva A. NCBI GEO: archive for functional
genomics data sets--update. Nucleic Acids Res 2013, 41(Database issue): 991-5.
Karczewski KJ, Snyder MP. Integrative omics for health and disease. Nat Rev
Genet 2018, 19(5): 299-310.

Beck D, Ben Maamar M, Skinner MK. Genome-wide CpG density and DNA
methylation analysis method (MeDIP, RRBS, and WGBS) comparisons.
Epigenetics 2022, 17(5): 518-30.

Stirzaker C, Taberlay PC, Statham AL, Clark SJ. Mining cancer methylomes:
prospects and challenges. Trends Genet 2014, 30(2): 75-84.

Yong WS, Hsu FM, Chen PY. Profiling genome-wide DNA methylation.
Epigenetics Chromatin 2016, 9: 26.

llango S, Paital B, Jayachandran P, Padma PR, Nirmaladevi R. Epigenetic
alterations in cancer. Front Biosci (Landmark Ed) 2020, 25(6): 1058-109.

Portela A, Esteller M. Epigenetic modifications and human disease. Nat Biotechnol
2010, 28(10): 1057-68.

Lin KT, Shann YJ, Chau GY, Hsu CN, Huang CY. Identification of latent
biomarkers in hepatocellular carcinoma by ultra-deep whole-transcriptome
sequencing. Oncogene 2014, 33(39): 4786-94.

Gurnett CA, Alaee F, Kruse LM, Desruisseau DM, Hecht JT, Wise CA, Bowcock
AM, Dobbs MB. Asymmetric lower-limb malformations in individuals with
homeobox PITX1 gene mutation. Am J Hum Genet 2008, 83(5): 616-22.

Wang Q, Zhao S, Gan L, Zhuang Z. Bioinformatics analysis of prognostic value of
PITX1 gene in breast cancer. Biosci Rep 2020, 40(9): BSR20202537

Eun JW, Jang JW, Yang HD, Kim J, Kim SY, Na MJ, Shin E, Ha JW, Jeon S, Ahn
YM, Park WS, Nam SW. Serum Proteins, HMMR, NXPH4, PITX1 and THBS4, A
Panel of Biomarkers for Early Diagnosis of Hepatocellular Carcinoma. J Clin Med
2022, 11(8): 2128

111



214.

215.

216.

217.

218.

219.

220.

221.

222.

223.

Tai WT, Chen YL, Chu PY, Chen LJ, Hung MH, Shiau CW, Huang JW, Tsai MH,
Chen KF. Protein tyrosine phosphatase 1B dephosphorylates PITX1 and regulates
p120RasGAP in hepatocellular carcinoma. Hepatology 2016, 63(5): 1528-43.
Marshall A, Lukk M, Kutter C, Davies S, Alexander G, Odom DT. Global gene
expression profiling reveals SPINK1 as a potential hepatocellular carcinoma
marker. PL0oS One 2013, 8(3): e59459.

Huang K, Xie W, Wang S, Li Q, Wei X, Chen B, Hua Y, Li S, Peng B, Shen S.
High SPINK1 Expression Predicts Poor Prognosis and Promotes Cell Proliferation
and Metastasis of Hepatocellular Carcinoma. J Invest Surg 2021, 34(9): 1011-20.
Wang F, Liu H, Bai Y, Li H, Wang Z, Xu X. Performance of SPINK1 and
SPINK1-based diagnostic model in detection of hepatocellular carcinoma. J Clin
Lab Anal 2021, 35(11): e24025.

Li F, Liu T, Xiao CY, Yu JX, Lu LG, Xu MY. FOXP1 and SPINK1 reflect the risk
of cirrhosis progression to HCC with HBV infection. Biomed Pharmacother 2015,
72: 103-8.

Holah NS, El-Azab DS, Aiad HAE, Sweed DMM. The Diagnostic Role of SPINK1
in Differentiating Hepatocellular Carcinoma From Nonmalignant Lesions. Appl
Immunohistochem Mol Morphol 2017, 25(10): 703-11.

Feng J, Lu PZ, Zhu GZ, Hooi SC, Wu Y, Huang XW, Dai HQ, Chen PH, Li ZJ, Su
WJ, Han CY, Ye XP, Peng T, Zhou J, Lu GD. ACSLA4 is a predictive biomarker of
sorafenib sensitivity in hepatocellular carcinoma. Acta Pharmacol Sin 2021, 42(1):
160-70.

Ndiaye H, Liu JY, Hall A, Minogue S, Morgan MY, Waugh MG.
Immunohistochemical staining reveals differential expression of ACSL3 and
ACSL4 in hepatocellular carcinoma and hepatic gastrointestinal metastases. Biosci
Rep 2020, 40(4): BSR20200219

Chen J, Ding C, Chen Y, Hu W, Yu C, Peng C, Feng X, Cheng Q, Wu W, Lu Y,
Xie H, Zhou L, Wu J, Zheng S. ACSL4 reprograms fatty acid metabolism in
hepatocellular carcinoma via c-Myc/SREBP1 pathway. Cancer Lett 2021, 502:
154-65.

Cao J, Wang P, Chen J, He X. Systemic characterization of the SLC family genes
reveals SLC26A6 as a novel oncogene in hepatocellular carcinoma. Transl Cancer
Res 2021, 10(6): 2882-94.

112



224,

225.

226.

227.

228.

229.

230.

231.

232.

233.

Zhu Y, Huang Y, Chen L, Guo L, Wang L, Li M, Liang Y. Up-Regulation of
SLC26A6 in Hepatocellular Carcinoma and Its Diagnostic and Prognostic
Significance. Crit Rev Eukaryot Gene Expr 2021, 31(5): 79-94.

Csepregi A, Ebert MP, Rocken C, Schneider-Stock R, Hoffmann J, Schulz HU,
Roessner A, Malfertheiner P. Promoter methylation of CDKN2A and lack of p16
expression characterize patients with hepatocellular carcinoma. BMC Cancer 2010,
10: 317.

Luo JP, Wang J, Huang JH. CDKNZ2A is a prognostic biomarker and correlated
with immune infiltrates in hepatocellular carcinoma. Biosci Rep 2021, 41(10):
BSR20211103

Xu X, Chan AKN, Li M, Liu Q, Mattson N, Pangeni Pokharel S, Chang WH, Yuan
YC, Wang J, Moore RE, Pirrotte P, Wu J, Su R, Miischen M, Rosen ST, Chen J,
Yang L, Chen CW. ACTRS5 controls CDKN2A and tumor progression in an
INO8O0-independent manner. Sci Adv 2022, 8(51): eadc8911.

Chen J, Xia H, Zhang X, Karthik S, Pratap SV, Ooi LL, Hong W, Hui KM. ECT2
regulates the Rho/ERK signalling axis to promote early recurrence in human
hepatocellular carcinoma. J Hepatol 2015, 62(6): 1287-95.

Xu D, Wang Y, Wu J, Zhang Z, Chen J, Xie M, Tang R, Chen C, Chen L, Lin S,
Luo X, Zheng J. ECT2 overexpression promotes the polarization of tumor-
associated macrophages in hepatocellular carcinoma via the ECT2/PLK1/PTEN
pathway. Cell Death Dis 2021, 12(2): 162.

Yu Y, Cai O, Wu P, Tan S. MiR-490-5p inhibits the stemness of hepatocellular
carcinoma cells by targeting ECT2. J Cell Biochem 2019, 120(1): 967-76.

Zhang Y, Wang W, Wang Y, Huang X, Zhang Z, Chen B, Xie W, Li S, Shen S,
Peng B. NEK2 promotes hepatocellular carcinoma migration and invasion through
modulation of the epithelial-mesenchymal transition. Oncol Rep 2018, 39(3): 1023-
33.

Lin S, Zhou S, Jiang S, Liu X, Wang Y, Zheng X, Zhou H, Li X, Cai X. NEK2
regulates stem-like properties and predicts poor prognosis in hepatocellular
carcinoma. Oncol Rep 2016, 36(2): 853-62.

Fu J, Li M, Wu DC, Liu LL, Chen SL, Yun JP. Increased Expression of CAP2
Indicates Poor Prognosis in Hepatocellular Carcinoma. Transl Oncol 2015, 8(5):
400-6.

113



234.

235.

236.

237.

238.

239.

240.

241.

242.

243.

Sakamoto M, Mori T, Masugi Y, Effendi K, Rie I, Du W. Candidate molecular
markers for histological diagnosis of early hepatocellular carcinoma. Intervirology
2008, 51(Suppl 1): 42-45.

Cai H, Shao B, Zhou Y, Chen Z. High expression of TOP2A in hepatocellular
carcinoma is associated with disease progression and poor prognosis. Oncol Lett
2020, 20(5): 232.

Panvichian R, Tantiwetrueangdet A, Angkathunyakul N, Leelaudomlipi S. TOP2A
amplification and overexpression in hepatocellular carcinoma tissues. Biomed Res
Int 2015, 2015: 381602.

Wong N, Yeo W, Wong WL, Wong NL, Chan KY, Mo FK, Koh J, Chan SL, Chan
AT, Lai PB, Ching AK, Tong JH, Ng HK, Johnson PJ, To KF. TOP2A
overexpression in hepatocellular carcinoma correlates with early age onset, shorter
patients survival and chemoresistance. Int J Cancer 2009, 124(3): 644-52.

Wang T, Lu J, Wang R, Cao W, Xu J. TOP2A promotes proliferation and
metastasis of hepatocellular carcinoma regulated by miR-144-3p. J Cancer 2022,
13(2): 589-601.

Meng J, Wei Y, Deng Q, Li L, Li X. Study on the expression of TOP2A in
hepatocellular carcinoma and its relationship with patient prognosis. Cancer Cell
Int 2022, 22(1): 29.

Dong Y, Sun X, Zhang K, He X, Zhang Q, Song H, Xu M, Lu H, Ren R. Type IIA
topoisomerase (TOP2A) triggers epithelial-mesenchymal transition and facilitates
HCC progression by regulating Snail expression. Bioengineered 2021, 12(2):
12967-79.

Lin SY, Pan HW, Liu SH, Jeng YM, Hu FC, Peng SY, Lai PL, Hsu HC. ASPM is a
novel marker for vascular invasion, early recurrence, and poor prognosis of
hepatocellular carcinoma. Clin Cancer Res 2008, 14(15): 4814-20.

Zhang H, Yang X, Zhu L, Li Z, Zuo P, Wang P, Feng J, Mi Y, Zhang C, Xu Y, Jin
G, Zhang J, Ye H. ASPM promotes hepatocellular carcinoma progression by
activating Wnt/B-catenin signaling through antagonizing autophagy-mediated DvI2
degradation. FEBS Open Bio 2021, 11(10): 2784-99.

Zeng Y, He H, Zhang Y, Wang X, Yang L, An Z. CCNB2, TOP2A, and ASPM
Reflect the Prognosis of Hepatocellular Carcinoma, as Determined by Weighted
Gene Coexpression Network Analysis. Biomed Res Int 2020, 2020: 4612158.

114



244,

245.

246.

247.

248.

249.

250.

251.

252.

253.

Wu B, Hu C, Kong L. ASPM combined with KIF11 promotes the malignant
progression of hepatocellular carcinoma via the Wnt/B-catenin signaling pathway.
Exp Ther Med 2021, 22(4): 1154.

Wang A, Chen X, Li D, Yang L, Jiang J. METTL3-mediated m6A methylation of
ASPM drives hepatocellular carcinoma cells growth and metastasis. J Clin Lab
Anal 2021, 35(9): e23931.

Qian EN, Han SY, Ding SZ, Lv X. Expression and diagnostic value of CCT3 and
IQGAP3 in hepatocellular carcinoma. Cancer Cell Int 2016, 16: 55.

Zhang Y, Wang Y, Wei Y, Wu J, Zhang P, Shen S, Saiyin H, Wumaier R, Yang X,
Wang C, Yu L. Molecular chaperone CCT3 supports proper mitotic progression
and cell proliferation in hepatocellular carcinoma cells. Cancer Lett 2016, 372(1):
101-9.

Gu Y, Chen B, Guo D, Pan L, Luo X, Tang J, Yang W, Zhang Y, Zhang L, Huang
J, Duan R, Wang Z. Up-Regulation of RACGAP1 Promotes Progressions of
Hepatocellular Carcinoma Regulated by GABPA via PI3K/AKT Pathway. Oxid
Med Cell Longev 2022, 2022: 3034150.

PuJ, Wang J, Wei H, Lu T, Wu X, Wu Y, Shao Z, Luo C, Lu Y. IncRNA MAGI2-
AS3 Prevents the Development of HCC via Recruiting KDM1A and Promoting
H3K4me2 Demethylation of the RACGAP1 Promoter. Mol Ther Nucleic Acids
2019, 18: 351-62.

Wang MY, Chen DP, Qi B, Li MY, Zhu YY, Yin WJ, He L, Yu Y, Li ZY, Lin L,
Yang F, Lin ZR, Liu JQ. Pseudogene RACGAP1P activates RACGAP1/Rho/ERK
signalling axis as a competing endogenous RNA to promote hepatocellular
carcinoma early recurrence. Cell Death Dis 2019, 10(6): 426.

Ma W, Zhang X, Ma C, Liu P. Highly expressed FAM189B predicts poor
prognosis in hepatocellular carcinoma. Pathol Oncol Res 2022, 28: 1610674.

Liu A, Wu Q, Peng D, Ares I, Anadon A, Lopez-Torres B, Martinez-Larrafiaga
MR, Wang X, Martinez MA. A novel strategy for the diagnosis, prognosis,
treatment, and chemoresistance of hepatocellular carcinoma: DNA methylation.
Med Res Rev 2020, 40(5): 1973-2018.

Long J, Chen P, Lin J, Bai Y, Yang X, Bian J, Lin Y, Wang D, Yang X, Zheng Y,
Sang X, Zhao H. DNA methylation-driven genes for constructing diagnostic,
prognostic, and recurrence models for hepatocellular carcinoma. Theranostics
2019, 9(24): 7251-67.

115



254,

255.

256.

257.

258.

259.

260.

261.

262.

263.

Zhou T, Li S, Xiang D, Liu J, Sun W, Cui X, Ning B, Li X, Cheng Z, Jiang W,
Zhang C, Liang X, Li L, Cheng X, Hui L, Wang H, Ding J. m6A RNA
methylation-mediated HNF3y reduction renders hepatocellular carcinoma
dedifferentiation and sorafenib resistance. Signal Transduct Target Ther 2020, 5(1):
296.

Wang K, Luo L, Fu S, Wang M, Wang Z, Dong L, Wu X, Dai L, Peng Y, Shen G,
Chen HN, Nice EC, Wei X, Huang C. PHGDH arginine methylation by PRMT1
promotes serine synthesis and represents a therapeutic vulnerability in
hepatocellular carcinoma. Nat Commun 2023, 14(1): 1011.

Patil V, Ward RL, Hesson LB. The evidence for functional non-CpG methylation in
mammalian cells. Epigenetics 2014, 9(6): 823-8.

Li S, Han J, Guo G, Sun Y, Zhang T, Zhao M, Xu Y, Cui Y, Liu Y, Zhang J.
Voltage-gated sodium channels [3 subunit promotes tumorigenesis in
hepatocellular carcinoma by facilitating p53 degradation. FEBS Lett 2020, 594(3):
497-508

Wei H, Wang J, Xu Z, Lu Y, Wu X, Zhuo C, Tan C, Tang Q, Pu J. miR-584-5p
regulates hepatocellular carcinoma cell migration and invasion through targeting
KCNE2. Mol Genet Genomic Med 2019, 7(6): e702.

Chavez-Lopez MG, Zuniga-Garcia V, Pérez-Carreén JI, Avalos-Fuentes A,
Escobar Y, Camacho J. Eagl channels as potential early-stage biomarkers of
hepatocellular carcinoma. Biologics 2016, 10: 139-48.

Yasen M, Kajino K, Kano S, Tobita H, Yamamoto J, Uchiumi T, Kon S, Maeda M,
Obulhasim G, Arii S, Hino O. The up-regulation of Y-box binding proteins (DNA
binding protein A and Y-box binding protein-1) as prognostic markers of
hepatocellular carcinoma. Clin Cancer Res 2005, 11(20): 7354-61.

Yasen M, Obulhasim G, Kajino K, Mogushi K, Mizushima H, Tanaka S, Tanaka H,
Hino O, Arii S. DNA binding protein A expression and methylation status in
hepatocellular carcinoma and the adjacent tissue. Int J Oncol 2012, 40(3): 789-97.
Qiu L, Zhan K, Malale K, Wu X, Mei Z. Transcriptomic profiling of peroxisome-
related genes reveals a novel prognostic signature in hepatocellular carcinoma.
Genes Dis 2022, 9(1): 116-27.

Liu T, Yuan Z, Wang H, Wang J, Xue L. Peroxisome-related genes in
hepatocellular carcinoma correlated with tumor metabolism and overall survival.
Clin Res Hepatol Gastroenterol 2022, 46(10): 101835.

116



264,

265.

266.

267.

268.

269.

270.

Hsu HT, Chi CW. Emerging role of the peroxisome proliferator-activated receptor-
gamma in hepatocellular carcinoma. J Hepatocell Carcinoma 2014, 1: 127-35.
Wang J, Chu H, Wang Z, Wang X, Liu X, Song Z, Liu F. In vivo study revealed
pro-tumorigenic effect of CMTM3 in hepatocellular carcinoma involving the
regulation of peroxisome proliferator-activated receptor gamma (PPARy). Cell
Oncol (Dordr) 2023, 46(1): 49-64.

Zhang H, Su X, Burley SK, Zheng XFS. mTOR regulates aerobic glycolysis
through NEAT1 and nuclear paraspeckle-mediated mechanism in hepatocellular
carcinoma. Theranostics 2022, 12(7): 3518-33.

Ge S, Huang H, Huang W, Ji R, Chen J, Wu S, Wang L, Huang T, Sheng Y, Yan
H, Lu C, Ma L. PSME4 Activates mTOR Signaling and Promotes the Malignant
Progression of Hepatocellular Carcinoma. Int J Gen Med 2022, 15: 885-95.

Mo SJ, Hou X, Hao XY, Cai JP, Liu X, Chen W, Chen D, Yin XY. EYA4 inhibits
hepatocellular carcinoma growth and invasion by suppressing NF-kB-dependent
RAP1 transactivation. Cancer Commun (Lond) 2018, 38(1): 9.

Zha Y, Gan P, Yao Q, Ran FM, Tan J. Downregulation of Rapl promotes 5-
fluorouracil-induced apoptosis in hepatocellular carcinoma cell line HepG2. Oncol
Rep 2014, 31(4): 1691-8.

Bedoui Y, Guillot X, Sélambarom J, Guiraud P, Giry C, Jaffar-Bandjee MC,
Ralandison S, Gasque P. Methotrexate an old drug with new tricks. Int J Mol Sci
2019, 20(20): 5023.

117



EKLER

EK-1. Ozgecmis

118



EK-2. Etik Kurul Onay1

119





