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oz

Amag: RNA Dizileme teknolojisi gen anlatim farkliliklar1 ve kodlayan bolgedeki
varyasyonlar, kodlama yapmayan kiigik RNAlarin anlatimlari ve gen fiizyonlarinin
belirlenmesi ile bu farkliliklarin nedenlerini sunabilmektedir. Ancak bu kadar enformatik
bilgiler sunabilen bu teknolojinin analizlerinin yapilmasi ve yorumlanmasi oldukga
zorludur. T- hiicreli akut lenfoblastik 16semi (T-ALL) de prognostik oneme sahip ve
hastaligin takibinde kullanilabilecek giivenilir bir genetik belirte¢ bulunmamakla birlikte,
dogrudan tedavi protokoliinii ve tedavide yararlanilacak yeni hedef proteinleri belirlemede
esas olacak molekiiler alt yap1 ve siniflandirma da bilinmemektedir.

Gereg ve Yontem: Biz de bu galijmamizda, T-ALL gibi karmagik bir genomik arka plana
sahip l6semi hiicrelerinde RNA-dizileme igin en uygun enformatik is akis algoritmasin
olusturmay1 amagladik. Bu ¢aliygmada RNA dizileme ile Jurkat ve Molt 4 hiicre hatlar1
dizilenmistir. Dogrulama ve karsilastirma amaciyla agik veri bankalarindan elde edilen
saglikli timosit alt gruplar1 ve T-ALL hasta (n=12) 6rnekleri (GSE48173) kullanilmustr.
Bulgular: Agik erisimli veri araglari ile gergeklestirdigimiz enformatik analizlerde doku
spesifik alternatif kirpilma trtinlerinin kantitatif tayinini, spesifik gen varyasyonlarini ve
global gen anlatim diizeylerini bagaril bir sekilde tespit ettik ve T-ALL hasta verisinde ayni
yaklagimlari kullanarak dogrulama yaptik.

Sonug: Caliymamizin sonucunda losemi hastalarmin veri analizinde kullanilabilecek uygun
araglar ve algoritma belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: RNA-Dizileme, enformatik, akut lenfoblastik 16semi

ABSTRACT

Objective: RNA Sequencing technology can offer gene expression differences and the
reasons for these differences by detecting variations in the coding region, expession of non-
coding RNAs and gene fusions. However, it is very difficult to analyze and interpret this
technology, which can provide such valuable information. Although there is no reliable
genetic marker for T-cell acute lymphoblastic leukemia (T-ALL), which can be used in the
follow-up of the disease, the molecular infrastructure and classification that will be directly
used in determining the treatment protocol and the new target proteins to be used in
treatment are not known.

Material and Methods: In this study, we aimed to establish the most suitable workflow
algorithm for RNA sequencing in cell lines belonging to a group with a complex genomic
background such as T-ALL. With this study, the Jurkat and Molt4 cell lines were sequenced
by RNA sequencing. In order to increase the significance of our study, the results of different
thymocyte subgroups and 12 T-ALL patient samples (GSE48173) were investigated.
Results: We conducted a bioinformatics data approach by using open access data tools, and
we successfully detected the tissue specific quantitative alternative splicing gene products,
gene specific variations and global gene expression levels, and verified them using the same
approach in T-ALL patient data.

Conclusion: Aside from these molecular findings that we have achieved, one of our goals
in this study was to develop an algorithm of transcriptomic data, which is difficult to work
with and to interpret, and showed the correctness of our algorithm by confirming the data
described in the literature.

Keywords: RNA-Sequencing, informatics, acute lymphoblastic leukemia

©Noe

This work is licensed under Creative Commons Attribution-NonCommercial 4.0 International License BY NC


https://orcid.org/0000-0003-0320-5784
https://orcid.org/0000-0002-8648-213X

Sun E, Sayitoglu M.

GIRIS

Yeni Nesil Dizileme (YND) teknolojileri, insan
genom projesinin tamamlanmasiyla beraber projenin
ciktist olarak saghk caligmalarinda 6nemli bir yer edin-
mistir. YND teknolojileri genomik, traskriptomik,
epigenetik diizenleyiciler ve genomdaki varyasyonla-
r1 hakkinda yiiksek hassasiyette veriler sunmaktadir
(1). Bu veri, 0rnek olarak kullanilacak niikleik asidin
fragmente edilerek her bir fragmanin es zamanl pa-
ralel olarak ¢cok sayida okunmasiyla gerceklestirilmek-
tedir (2). YND teknolojilerinden transkriptom dizile-
menin i¢in birincil kiitiiphane hazirlamada kullanilan
biyolojik materyal RNAdir ve bu bagligin altindaki tim
teknolojiler ayn1 zamanda RNA-Dizileme olarak da
adlandirilir. RNA Dizileme metodolojisinde RNA kii-
tiiphanesi hazirlandiktan sonra, ribozomlar uzaklas-
tirilip, takiben cDNA sentezlenen bir 6rnek hazirlama
protokolii ile baglamaktadir (3). Transkriptom dizile-
menin en biiyiik avantaji, aslinda bir gen anlatim ¢a-
ligmas1 olmasidir. Bu 6zelliginden dolays, tim trans-
kriptom verisinin anlik bir gériintiisini bize
sunmaktadir. Tiim transkriptom verisi, hiicresel trans-
kripsiyonel profilinin kapsaml olarak incelenmesini
saglamaktadir. Bu diger YND teknolojilerinin bize
sunamadig alternatif kirpilma bolgelerinin, novel
transkriptlerin ve gen fiizyonlarinin tespitini sagla-
maktadir (4,5). Tim bu sundugu avantajlarin yaninda
RNA-dizileme teknolojisi ayn1 zamanda yeniden hi-
zalama yontemi kullanarak (6) 18-22 baz ciftinden
olusan gen anlatim sirasinda diizenleyici, gen baski-
layic1 yada gen susturucu olarak gorev alan ve trans-
kripsiyonel ve translasyonel diizenleyici etkisini olan
kiiciik RNAlar, kodlanmayan RNAlar ve mikroRNA-
larin anlatim profilleri hakkinda da bilgi sunmaktadir.
Tiim bu avantajlarinin yaninda, ham verinin referans
veriye dogru hizalanmasindan baslayip, dogru is akis
algoritmasi kullanimindan ve ¢ikan sonuglarin dogru
yorumlanmasi RNA dizilemenin zorluklar1 arasinda-
dir (7) ve RNA dizileme analizleri hakkinda belirlen-
mis bir altin standart bulunmamaktadir.

Akut lenfoblastik 16semi, B ve T lenfosit gelisimi-
nin erken safhasinda meydana gelen somatik genetik
degisiklikler ile ortaya ¢ikan ve lenfositlerin asir1
artist ile sonuglanan bir 16semi tipidir (8). T-ALL

hastalar1 i¢in prognostik éneme sahip ve hastaligin
takibinde kullanilabilecek giivenilir bir genetik anla-
tim degisimi veya varyasyon bulunmamakla birlikte
biiyiik bir grup hasta i¢in, dogrudan tedavi protoko-
lint ve tedavide yararlanilacak yeni hedef protein-
leri belirlemede esas olacak molekiiler alt yap1 ve
siniflandirma da bilinmemektedir (9).

Bu galigmamizda, T-ALL hiicre hatlarini kullanarak
RNA dizileme i¢in olusturulmus farkli analiz aragla-
rint karsilastirarak genomik arka plani oldukga karisik
olan bu hastalik grubu i¢in en uygun analiz algoritma
yaklasiminin belirlenmesi amaglanmustir.

GEREC VE YONTEM

Orneklem

Calisma Losemilerin tanilar1 icin olusturulmus
immiinfenotiplendirme protokollerine gore gruplan-
dirilmus ve ticari olarak tiretilen ALL hiicre hatlarin-
dan Jurkat ve Molt4 se¢ilmistir. T-ALL hastalarinda
siklikla aktivasyonu goriilen sinyal ileti yollari igin
bir model olusturmak amaciyla sectigimiz hiicre hat-
lar1 LiCl ile aktive edilerek dizilenmistir (10). 4 x10°
hiicre, 12 ml %10 FCS, 2mM L-glutamin, streptomi-
sin (100mg/mL) ve penisilin (100U/mL) iceren RPMI
1649 besiyeri icerisinde 240ul 1M LiCl eklenerek bir
gece inkiibe edilmistir. LiCl muamelesi kanonik WNT
yolagindaki 3-katenin yikim kompleksinde kilit rolii
olan GSK383 inhibitorii olarak gorev alarak Wnt yo-
laginin aktivasyonunu saglamaktadir (11).

Kontrol 6rnekleri olarak da CD3+/CD4+/CD8- ve
CD4+/CD8- saglikli timosit alt tiplerine ait RNA-di-
zileme verisi ve 12 T-ALL hastasina ait Gen Anlatim
Omnibus (GEO) veri tabanindan alinan RNA-dizi-
leme verisi kullanilmistir (GSE48173).

RNA izolasyonu

Hicre kiiltiirinden toplanan Jurkat ve Molt4 hiic-
releri, 600 pl Soliisyon D i¢inde homojenize edildi ve
kit protokoliine uygun bir sekilde total RNA izole
edilmistir (Qiagen, Almanya). Elde edilen RNA ma-
teryallerinin bozulma miktarina dayali prensip ile
285/18S oranini 6l¢gmek i¢in RNA drneklerinin kali-
te kontrollerini ¢ipli sistem olan Bioanalyzer (Agilent,
ABD) ile gergeklestirilmistir.
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Transkriptom Dizileme

Ornek gruplari arasindaki transkriptom diizeyin-
deki farkliliklarini gorebilmek igin gerceklestirdigimiz
RNA dizileme hizmet alimiyla gerceklestirilmistir.
Orneklerimiz, [llumina HiSeq 2500 teknolojisi ile
dizilenmistir. [llumina cihazinin dizileme teknoloji-
si sentezleyerek dizileme (Sequence by Synthesis

(SBS)) teknolojisine dayandirilmigtir.

Biyoenformatik Analizler

RNA dizileme veri analizinde mevcut bir altin
standart bulunmamaktadir. Bu nedenle farkli algo-
ritma kombinasyonlari test edilip en uygun algorit-
manin belirlenmesi amac¢lanmistir. Caligmada kar-
silastirma i¢in kullanilan tiim analiz araglar1 Tablo
1'de belirtilmigtir.

Dizileme Verilerinin Kalite Kontrolii ve
Veri Temizleme

RNA dizileme verisinin kalite kontrol degerlen-
dirmeleri ve tekrarlanan adaptorlerin tespiti, “Fasta
Quality Control” (FastQC) (Babraham Bioinforma-
tics) tespit aract ile gerceklestirilmistir. FastQC ara-
cinin “fastq-mcf” alt araci ile, dizileme sonucunda
elimizdeki FastQ formatindaki ham veri, 6n isleme
raporlamast ile kalite degerlendirmesi yapip okuma
kalite degerleri i¢in belirlenen esik degere gore de-
gerlendirilmistir (28 baz ¢ifti ve tizeri okuma deger-
leri kabul edilir). Bu esik deger taban alinarak disiik
kalitedeki okumalar temizlenip kirpilmis, 6rneklerin
dizileme esnasinda karismamalari i¢in eklenen isaret

olan adaptorlerden de kalanlar temizlenmistir.

Tablo 1. Calismamizdaki analizlerde kullanilan analiz programlari ve veri tabanlar:

Program/Veri Tabani Ad1

Agiklama

fastq-dump

SRA formatindaki RNA dizileme verisini FASTQ bigimine
donistiriip analiz edilemeye uygun hale getirir.

fast-qc (Fast Quality Control)

FASTQ dosyalarinin kalite kontrol degerlendirmelerini ve
tekrarlanan adaptorlerini tespit eder.

Pyton dilinde yazilan program ile tekrarlanan adaptorleri

Pyton FASTQ formatinda kaydeder.
Belli okuma degeri altinda kalan bélgeleri kirpip,
Fast-mcf adaptorleri kendi bolgeleri igin “false-pozitif’ligi 6nlemek
i¢in veriden temizler.
Elde edilen referans genomu hizalama igin
RSEM Generator hazirlayip, “bowtie2” algoritmasina gore hizalamay1
gerceklestirmektedir.
STAR Elde edilen ham veriyi referans genoma hizalamayi

gergeklestiren ve literatiirde en ¢ook tercih edilen aragtir.

The R Project for Statistical Computing

R grafik ve kapsamli istatistiksel analizlerin yapilmasini
saglayan ticretsiz bir ara ylizdir.

Yiiksek ¢oztintirliiklii verilerin analizinde R ara yliziinii

Bioconductor kullanan bir biyoenformatik kaynaktir.
RNA dizileme gruplari arasinda farkli anlatima ugrayan
EBSeq2 . . . o
genleri tespit eden veri analizidir.
Cufflinks Cole Trapnell’s Lab tarafindan gelistirilmis RNA dizileme
gruplar: arasindaki anlatim farkliliklarini belirleyen aragtir.
Interaktif 1s1 haritalar1 ile genom verilerinin
ClustVis gorsellestirilmesinde ve analizinde kullanilan bir uygulama
birimidir.
uese Referans sekans ve genomla ilgili bilgiler i¢eren, kullaniciya
http://genome. ucsc.edu aligma alani sagla in bir verigtabanigdu Fee §
GRCh337/hg19 cans &y ‘

DAVID (DAVID Bioinformatic Database)
http://david.abcc.ncifcrf.gov

Fonksiyonel anotasyon analizlerinde kullanilan bir veri
tabanidir

GEO (Gene Expression Omnibus)
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/

NCBI veri tabaninin altinda, ekspresyon ve varyasyon
verilerinin depolandig1 ve paylasildig: bir veri tabanidir .
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Referans Genoma Hizalanmasi ve Gen
Anlatimlarinin Profillendirilmesi

Kalite kontrol ve temizleme sonrasinda degerlen-
dirmeye uygun hale getirdigimiz veriler, literatiirde
en ¢ok kullanilan BOWTIE2 ve STAR hizalama arag-
lar1ile hg19 referans genoma hizalanmistir. Hizalama
sirasinda genlerin uzunluklar: ve ilgili gen bolgesi i¢in
okuma derinligi degerlendirerek “Fragment Per Ki-
lobase Per Million” (FPKM) seklinde ifade edilen gen
anlatim degerleri normalizasyonu tamamlanmis se-
kilde hesaplanmuistir. Kalite kontrol verisinde yer alan
okuma derinligi ve fragman uzunlugu parametrele-
rinin 6nemi Tablo 2'de hesaplama ile gosterilmistir.

ER x 10°
EL X MR % 2

FPKM =

ER) Gen bélgesi i¢in okuma derinligi, EL) Ilgili
gen bolgesinin uzunlugu, MR) Deneydeki toplam
derinlik degeri.

Gen Anlatim Analizi

Elde ettigimiz FPKM degerlerini kullanarak tiim
veri igerisindeki anlamli olarak anlatimi degisen genle-
ri tespit etmek i¢cin EBSeq paketi ve Cufflinks araci kul-
lanilmistir. EBSeq, R programlama igerisindeki biyo-
lojik analizler yapilabilecek platform olan Bioconductor
biinyesinde bir pakettir ve gen anlatim profilleri hesap-
lamalarinda kullanilmistir. Cufflinks (Cole Trapnell’s
Lab) ise, RNA-dizileme i¢in diferansiyel gen anlatimi
hesaplama iizere ortak {i¢ matematik ve hesaplamali

Biyoloji laboratuvarlarinin gelistirdigi bir aractir (http://
cole-trapnell-lab.github.io/cufflinks/) (12).

Gen anlatim hesaplamalari sonucunda anlamli
degisiklik gosteren (p<0,05) genlerin logaritmik kat
degisimleri tespit edilmis ve bu genler ve degisim kat
sayilar1 ClusVis (13) programi araciligiyla R dilinde
yazilmig program ile 1s1 haritasina yerlestirilmistir.
Tespit ettigimiz genler, “The Database for Annotati-
on, Visualization and Integrated Discovery” (DAVID)
veri tabani kullanilarak yolak ve zenginlestirme ana-
lizleri yapilmustir (http://david.abcc.nciferf.gov) (14).

Gen Anlatim Analizi

Hizalanmus veri igerisinden, WNT yolag: iliskili
genlerin FPKM degerleri ¢ekilip EBSeq ve Cufflinks ile
bu genlerin anlatim profilleri hesaplanmug, anlamli olan
genlerin (p<0.05) logaritmik kat degisimleri tespit edil-
mis ve bu genler 1s1 haritasinda gorsellestirilmistir.

Alternatif Kirpilma Uriinlerinin Analizi

mRNA olusurken ortaya ¢ikan gen iiriinleri, al-
ternatif noktalardan kirpilma sonucunda farkli iirtin-
ler olusabilir. Bu olusan alternatif iiriinlerin anlatim
miktarlarini ifade eden FPKM degerleri, GraphPad
programina yerlestirilip LiCl ile uyarilmis hiicre hat-
larinda, kontrol 6rneklerinde ve hastalardaki durum-
larini gosteren dagilim grafigi cizilmistir.

Varyant Analizleri
Hizaladigimiz verinin ¢iktilarindan biri de “Va-
riant Calling File” (.vcf) olan verideki varyasyonlar

Tablo 2. Okuma derinligi ve gen uzunluguna gére normalize edilmemis (6ncesi) ve edilmis (sonrast) degerlerin temsili

olarak gosterimi

Gen Ad1 1. Tekrar Okuma Sayisi 2. Tekrar Okuma Sayisi 3. Tekrar Okuma Sayisi
A Geni (2 kb) 10 12 30
Oncesi B Geni (4 kb) 20 25 60
C Geni (1 kb) 5 8 15
D Geni (10 kb) 0 0 1
Gen Ad1 1. Tekrar Okuma Sayis1 2. Tekrar Okuma Sayis1 3. Tekrar Okuma Sayis1
A Geni (2 kb) 143 1.33 1.42
Sonrasi | B Geni (4 kb) 1.43 1.39 1.32
C Geni (1 kb) 1.43 1.78 1.42
D Geni (10 kb) 0 0 0.009
Farkli sayidaki okuma degerine sahip olan farkli uzunluktaki genlerin aslinda ayni gen anlatim profilini gosterebilecegini
gostermek i¢in degerler temsili olarak gosterilmistir
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Tablo 3. Iki farkli araglarla hizalanmis ve gen anlatim
profilleri hesaplanmis 6rneklere genel bakis

Tam Kapsamli Analiz

3 LiCI ile Uyarilmis EB-

E g Hiicre Hatlar1 vs Timus Seq Cufflinks

=9 Havuzu

=2 Bowtie 1784 | 116
STAR 1638 1677

ile ilgili bilgi iceren bir dosyadir. Hizalama sonucun-
da elde ettigimiz .vcf uzantili dosya, Illumina firma-
sinin varyant analizleri i¢in gelistirdigi ticari yazilim

olan VariantStudioda (v3.0.12) analiz edilmistir.

BULGULAR

RNA Kalite Kontrolii

Yeni nesil transkriptom dizilemeden verimli sonug
alabilmek i¢in RNAnin 285/18S oranini temsil eden
RIN (RNA Integrity Number; RNA Biitlinliik Sayis1)
sayisinin 7den biiyiik olmasi gerekmektedir. Cipli
sistem kullanilarak yapilan 6l¢timlerde (Bioanalizor,
Agilent) Jurkat i¢in RIN sayis1 10, Jurkat LiCl i¢in 10,
Molt4 i¢in 9.6 ve Molt4 LiCl i¢in de 9.6 olarak 6l¢iil-
miistiir. Orneklerin ¢ipli sistemdeki yiiriitme sonug-

lar1 Sekil 1'de gosterilmigtir.

A)
! zt. 3 3. 1
0 -3 = =
Z 54 = 44 =
—
o=
10 —_—
p
L)
-
B) @ Baw  [pobe ]
":..i
2
|
S ” e e

A ¥l B s s ]

Sekil 1. RNA 6rneklerinin Biyoanalizor 2100 cihazindaki
(Agilent) ol¢im sonuglari. A) ¢ipli sisteme yiiklenmis
orneklerin  jel  gortintisi. B) 28S/18S  oraninin
hesaplanabilmesi i¢in gerekli okuma degerlerinin grafikleri

Enformatik Bulgular

On isleme

Kalite Kontrol ve Temizleme

Dizileme ham verimizde toplam 71.018.097 oku-
ma sayisl, 30 baz lizerindeki fragmanlarda okuma
%94,81 ve 35,65 okuma derinligine ulagilmistir. Di-
zileme sonucunda elde ettigimiz fastq dosyalarimiz,
FastQC (Babraham Bioinformatics) kullanilarak
dizilenen 6rneklerimizin kalite degerleri ve dizi igin-
de kalmig adaptorler belirlenmistir. Ornekler iginde
tespit edilen adaptorler kirpildi. Sekil 2 ‘de 6rneklerin
kalite kontrol grafikleri verilmistir.

Pl e AR
|.i.I | ' AL i

IH'II-WI. LTI 4 : Iauﬂ‘“’mll“u it

Sekil 2. RDizilenmis RNA orneklerinin okumalar1 igin
gerceklestirilmis kalite kontrol analizi sonucu. Sar1 barlarda
gosterilen her bir fragmanin okuma kaliteleri bulunduklar:
alanlarda belirtilmistir. Yesil alan; kaliteli okuma, sar1 ve
kirmiz1 alanlar ise dizilerde kalan adaptérler veya kisa
okumalar oldugunu isaret etmektedir

Referans Genoma Hizalanmasi ve Gen Anlatim-
larimin Profillendirilmesi

Ornekler literatiirde en ¢ok tercih edilen Bow-
tie2(15) ve STAR(16) hizalama araglar1 kullanilarak
hg19 referans genomuna hizaland1. Hizalanan veride
gen okuma degerlerini referans alarak her genin mut-
lak anlatim degerini ifade eden FPKM degerleri he-

saplanmigtir.

Gen Anlatim Analizi

Ornek havuzundan belirlenen gruplarin her biri
EBSeq ve Cufflinks analiz araglar ile farkli anlatim
profili gosteren genler tespit edilmistir (p<0.05). Bu
sonuglar: dikkate aldigimizda, tam kapsamli analiz-
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de Bowtie hizalama sonucunda elde edilen verilerde
EBSeq kullanilarak gen anlatimlarini hesaplandigin-
da 1784, Cufflinks kullanildiginda ise 116 diferansi-
yel anlatim farklilig1 gosteren gen tespit edildi. STAR
hizalama aracindan elde edilen veri sonucunda ise
Bowtie ile 1638 ve Cufflinks ile 1677 adet anlatim
farklilig1 gosteren gen tespit edilmistir. Anlatim fark-
lilig1 oldugunu tespit ettigimiz gen sayilarinda en gok
veriye STAR hizalama araci ile EBSeq hesaplama
aracinin en dogru yaklasim gosterdigi ve bu araglar
kullanarak devam edilmeye karar verilmistir.

Tiim Transkriptom Analiz

Ist haritasi i¢in olusturdugumuz algoritmada en
¢ok 1200 gen ile ¢alisilmasi miimkiindiir. Segilen
araglardan elde edilen sonucunda elde ettigimiz
sonuglar dogrultusunda, logaritmik deger ve p de-
gerleri acisindan degerlendirildiginde en anlaml
sonug veren 1200 gene ait gen anlatim profilleri, 1s1
haritalarina yerlestirilip gen anlatim diizeyleri gor-
sellestirilmistir (Sekil 3). LiCl muamelesi gormiis
hiicre hatlarinin, kontrol drnegi olan timiis havu-
zundan farkli bir anlatim profili gosterdigi, 1s1 ha-
ritasinda herhangi bir etiketleme yapilmadan kii-
melenmesi ile gosterilmistir.

i L

Sekil 3. Tim transkriptom analizi sonucu, LiCl ile muamele
edilmis hiicre hatt1 ve hastalardaki gen anlatim profillerinin
kesigim kiimesi (n=426)

Hiicre hatlar1 i¢in yaptigimiz analizler, veri taban-
larindan elde edilen 12 adet T-ALL hastasina ait RNA
dizileme sonuglari verisinde de uygulanmis ve elde
ettigimiz sonuglar dogrultusunda hasta grubunun,
kontrol 6rnegi olan timus havuzundan farkli bir anla-
tim profili gosterdigi, 1s1 haritasinda herhangi bir eti-
ketleme yapilmadan kiimelenmesi ile gosterilmistir.

Hem uyarilmus hiicre hatlarina ait veriler hem de
hastalardan elde edilen veriler birlestirildiginde, 426
adet genin ortak profil gosterdigi belirlenmistir (Sekil 4).
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Sekil 4. Hasta verilerinde, tim transkriptom analizinin
gen anlatim 151 grafigi. “H” kodlar1 hasta érnekleri, “THY”
kodlar1 kontrol timus havuzunu temsil etmektedir

Alternatif Kirpilma Uriinleri

T-ALL hastalarinda daha 6nceden tanimlanmais
ve WNT yolaginda kilit rolil olan genler secilerek
alternatif kirpilma tirtinlerinin anlatimlar1 hesaplan-
mugtir. T-ALL hastalar1 ve saglikli bireylerde anlatim
diizeylerinin farklilig1 veritabanlarinda CTNNBI igin
ti¢ transkript ve LEFI i¢in tanimlanmus 2 transkript
tespit edilmis ve bunlarin dokular arasindaki anlatim
diizey farkliliklar1 Sekil 5’te gosterilmistir.

Varyant Analizleri

Yontemimizin dogrulugunu gosterebilmek adina
secilen hiicre hatlarinda daha 6nce tanimlanmis var-
yasyonlar RNA dizileme yontemi ile da analiz edil-
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Sekil 5. CTNNBI ve LEFI igin tanimlanmis transkriptlerin
dokular arasindaki anlatim farkliliklari.  (Kirmizilar
Uyarilmig hiicre hatlari; Yesiller hastalari; Maviler de kontrol
orneklerini temsil etmektedir.)

mistir. Jurkat hiicre hatt1 icin literatiirde tanimlanan
12. kromozomda yer alan olmus CDK4 ve 1. kromo-
zomda lokalize olmus ARFI gen varyasyonlari; Molt4
hiicre hatti i¢in literatiirde tanimlanan 1. kromozom-
da yer alan olmus NRAS geninde tanimlanan varyas-
yon ve yine 1. kromozomda lokalize olmus ARFI
genindeki varyasyonlar tespit edilmistir.

TARTISMA

Yeni nesil RNA dizileme, son derece dinamik olan
hiicre ya da dokuya 6zgiin transkriptom repertuari-
ni1 belirlemede kullanilabilecek yeni bir teknolojidir.
Yeni nesil RNA dizi analizi teknolojisi uygulamalar1
ile kanser genom c¢alismalari yeni bir boyut kazan-
mustir. RNA dizileme sayesinde gen anlatim profil-
leri, alternatif kirpilma iriinleri ve varyasyonlar gibi
genoma 0zgii degisiklikleri ytiksek ¢oziniirlitkte
tespit edilebilmenin yaninda miRNA baglanma bdl-
geleri gibi fonksiyonel 6nemi olan verinin de tespi-
tine olanak saglamistir. RNA dizileme ile yiiksek
¢ozlniirliikte verilerin elde edilebilmesi i¢in ortalama
50 milyon okuma sayisi, %85 {izerinde 30 bazdan
uzun okuma ve 20 kattan fazla okuma derinligi ol-
masi gerekmektedir. Bu ¢aligmadaki veri kalitesini

degerlendirdigimizde, anlamhilig1 yiiksek veriler elde
edebilmek i¢in bu esik degerlerin oldukgea tizerinde
kaliteli bir dizileme verisi elde edilmistir.

RNA dizilemenin avantajlarindan biri alternatif
kirpilma tirtinlerinin anlatim farkliliklarini saptamas-
tir. Zhao ve arkadaslarinin, igerisinde bizim de kul-
landigimiz Jurkat ve Molt4iin e bulundugu 16semi
hiicre hatlar1 ile yaptiklari calismada, IKZF2 geninin
farkli transkript tirtinlerinin T hiicre proliferasyonu-
na ve apoptozuna miidahale ettigi gosterilmistir (17).
Adamia ve arkadaslarinin yayinladiklar: derlemede
de, kirpilma hatalarinin malin doniisiimlere sebep
olabilecegi ve aday olarak belirlenen alternatif kirilma
trinlerinin 6zellikle ilaca direngli klonlarin tedavi-
sinde kullanilabilecegi belirtilmistir (18). Calisma-
mizdan elde ettigimiz alternatif kirpilma {iriin so-
nuglarina baktigimizda ise, LEF1 i¢in dort alternatif
kirpilma trtniinden biri (NM_001130713) timor
baskilayici 6zellikteki transkript varyant, digeri ise
(NM_001166119) onkojenik 6zellikli transkript var-
yanttir. Elimizdeki verilerde uyarilmis hiicre hatla-
rinda ve alt1 hastada tiimor baskilayici 6zellikteki
transkriptin hi¢ anlatima girmedigi, sadece bir has-
tada ve saglikli kontrol 6rneklerinde anlatimin go-
ruldigiini tespit edilmistir. Onkojenik 6zellikte olan
transkriptin ise; uyarilmig hiicre hatlarinda, alt1 has-
tada ve Jurkat icin kontrol 6rneginde anlatimini be-
lirledik. Literatiirde, tespit ettigimiz iki alternatif
kirpilma trtiniintin anlatimlar1 hakkinda bilgiye
ulasilamamustir.

Varyant analizlerinde 6nceden bildirilen (Jurkat
i¢cin CDK4 ve ARFI; Molt4 i¢cin NRAS ve ARFI) ge-
netik varyasyonlarin (19). RNA dizileme varyant
analizi ile de hassas bir sekilde saptanabildigini go-
rilmistiir. Bu bulguya ek olarak, Tomov ve arkadas-
larinin 2016 yilinda yayinladiklar: makalede, RNA
Dizileme analizlerinde kullandiklar1 algoritma 6nce-
likle ham verinin FASTQC araciyla kalite kontroliiniin
tespitiyle baglanmistir; ardindan veriler hizalanip
bizim de kullandigimiz EBSeq araci ile gen anlatim
diizeyleri hesaplanmis ve logaritma 2 tabanindaki
artis miktarlari gosterilmistir (20). Bu algoritma bizim
¢alismamiz i¢in belirledigimiz algoritma ile birebir

32 Saglik Bilimlerinde ileri Arastirmalar Dergisi, Haziran 2020; Cilt 3, Sayi 2



Sun E, Sayitoglu M.

ortlismektedir ve is akis protokollerimizin dogrulu-
gu bir farkli yoldan da gosterilmistir.

RNA dizileme yontemi, gen anlatim analizleri i¢in
yiiksek hassasiyetteki mikro-dizileme y6ntemini ge-
cersiz kilacak kadar giiglii bir transkriptom analiz
yontemi olarak kargimiza ¢ikmistir. Analizlerinin
goreceli olarak daha kolay oldugu mikro-dizi yonte-
mi, anlatimlar1 anlamli diizeyde degisen genlerin
tespiti icin ¢ogu caligmada hala tercih edilen bir yon-
temdir. RNA dizileme analizleri ise, arastiricilarin
analiz yapmak i¢in bir ¢ok arac1 kombine bir gekilde
kullanmasi gereken ve zorluklarla kars1 karsiya kal-
dig1 bir yontemdir. Ancak, mikro-dizilerde yapilan
analiz sonucunda, 6nceden bilinen transkriptlerin
anlatim diizeylerine ulasma imkani varken, RNA
dizileme analizleri sonucunda; gen anlatim diizeyle-
ri, kirpilma bolgelerinin tespit edilmesi ve novel trans-
kriptlerin tespit edilebilmektedir (21). Literatiirde,
31 T-ALL hastasi ve 18 hiicre hatti toplamda 49 T-ALL
ornegi ile yapilan bir ¢aligmada ekzom ve transkrip-
tom datas1 karsilastirilarak, ekzomda tespit edilmeyip
transkriptom datasinda tespit edilebilen yeni driver
mutasyonlari gostermislerdir (22).

Sonug olarak ¢aliymamizda farkli algoritmalar
karsilagtirilmis ve l6semi 6rneklerinin analizi i¢in
RNA-Dizileme data analiz algoritmas: olusturulmus,
gen anlatim diizeyindeki farkliliklar; alternatif kir-
pilma tirtinlerinin doku spesifik anlatimlar1 ve veri
tabaninda T-ALL ile iliskilendirilmis varyantlar1 be-
lirleyecegimiz araglar ve RNA dizileme analiz algo-
ritma yaklasimi belirlenmistir. Bu ¢aliymada hasta-
lig1 temsil eden hiicre hatlar1 ve agik veri
tabanlarindan kiigiik bir T-ALL hasta kohortu verisi
kullanilmigtir. Enformatik analizlerin giivenilirligi
daha buiytik veri setlerinde yapilacak analziler ve va-
lidasyon galismalar ile kesinlik kazanacaktir.
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