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OZGUN ARASTIRMA

Ge¢ Baslangicli Alzheimer Hastaligi ve Hepatoselluler
Karsinom ile lligkili Ortak Molekuler Yolaklarin ve Anahtar
Biyobelirteclerin Biyoinformatik Analizlerle Arastiriimasi

Dilek PIRIM, Ecem Buse YILMAZ

Bursa Uludag Universitesi, Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii, Bursa.

OZET

Son zamanlardaki ¢alismalarda Alzheimer hastalig1 (AH) ve kanser arasinda bir baglant1 oldugu ortaya konmus fakat ortak mekanizmay1
aciklayacak yeterince kanit mevcut degildir. Bu baglantiyr arastiran birgok ¢alismada 6zellikle meme, prostat ve akciger gibi kanser tiirleri
ile AH arasinda ters iliski oldugu gosterilmekle beraber hepatoselliiler karsinom (HCC) ve AH arasindaki iligki heniiz aydinlatilmamugtir. Bu
calismada, ge¢ baslangich AH (LOAD) ve HCC ile iliskili RNA dizileme (RNA-seq) verilerini biyoinformatik araglarla analiz ederek iki
hastaligin patogenezinde etkin olmasi muhtemel ortak molekiiler yolaklari, ortak diferansiyel olarak ifade olan genleri (DEG) ve aday anah-
tar miRNA’lar1 tespit etmeyi amagladik. RNA-seq veri setleri NCBI-GEO veri tabanindan alinarak GREIN web uygulamasi ile analiz edildi.
Ortak DEG’ler tespit edilerek, fonksiyon zenginlestirme analizleri NetworkAnalyst ile yapildi. Network gorsellestirme ve hub gen tespiti
Cytoscape programu ile gergeklestirildi. Hub genleri hedef alan miRNA’lar mirDIP veri tabani ile belirlendi. Analiz sonucunda iki veri
setinde ortak disregiile olan 33 DEG tespit edildi ve network analizinde iki hastaligin molekiiler etiyolojisinde olasi rolii olan ortak 5 hub gen
(HLA-A, HLA-C, TRIM31, HLA-DQB2, HLA-DRB) belirlendi. Ortak DEG'lerin immun sistemle iliskili molekiiler yolaklarda ve biyolojik
stireglerde etkin oldugunu goézlemlendi. Ortak hub genlerin koregiilasyonunda potansiyel diizenleyici rolleri olabilecek iki hastalikla da
iliskili oldugu tahmin edilen birgok miRNA bulundu. Sonuglarimiz, her iki hastalik i¢in risk degerlendirmesi ve ilag gelistirme yaklagimlari
icin kullanilabilecek ortak molekiiler mekanizmayt in silico kamtlarla vurgulamaktadir.

Anahtar Kelimeler: Alzheimer Hastaligi. Hepatoselliiler karsinom. MiRNA. Biyoinformatik; biyobelirte¢. Hub gen.

Investigating the Common Molecular Pathways and Key Biomarkers Associated with Late-Onset Alzheimer’s Disease and Hepato-
cellular Carcinoma by Bioinformatic Analysis

ABSTRACT

Recent studies suggest a potential link between Alzheimer's disease (AD) and cancer yet lack of evidence exists to understand the shared
mechanism underlying both diseases. Accumulating research investigating the association between AD and specific types of cancers such as
breast, lung and prostate cancer claim inverse relationship between them however possible molecular relationship between AD and hepato-
cellular carcinoma (HCC) has not been well studied. In this study, we reanalyzed RNA-sequencing data sets related to late-onset AD
(LOAD) and HCC to identify common differentially expressed genes (DEGs), molecular pathways as well as key miRNA regulators that
may involve in the pathogenesis of both diseases. The data sets were retrieved from NCBI-GEO database and analyzed by GREIN web tool.
Overlapped DEGs were identified and their functional enrichments were analyzed by NetworkAnalyst. Cytoscape software was used to
visualize network and identify hub genes. MicroRNAs targeting the hub genes were also determined by mirDIP database. A total of 33 DEGs
were found to be dysregulated in both datasets and five genes (HLA-A, HLA-C, TRIM31, HLA-DQB2, HLA-DRBI) were identified as hub
genes that possibly involve in the shared molecular etiology of both diseases. Our analyses revealed that common DEGs are enriched in
molecular pathways related immune system and multiple miRNA regulators are likely to coregulate the expressions of shared hub genes. The
results emphasize in silico evidence of common molecular background for LOAD and HCC, which can be ultimately utilized for risk as-
sessments and drug development approaches for both diseases.
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stk goriilen formudur ve genetik faktorlerle beraber
cevresel faktorlerin de etkin oldugu heterojen bir eti-
yolojiye sahiptir, bu da dogru erken tani ve tedavi
seceneklerinin gelistirilmesinde en biiylik engele ne-
den olur®. Bu sebeple, AH patogenezinde etkin mole-
kiiler yolaklarin ve biyobelirtecleri ortaya g¢ikarmak
AH yonetimi igin uygun tani, risk degerlendirme ve
tedavi yaklagimlarinin gelistirilmesi acisindan son
derece onemlidir.

Metabolik yolaklarda bozukluklarin sebep oldugu
obezite, dislipidemi ve diyabet gibi metabolik hasta-
liklarin AH gelisimi ile iliskili oldugu bilinmektedir”
19 Ayrica, son epidemiyolojik calismalarda AH ve
kanser arasindaki baglantiy1 diisiindiiren ilging kanit-
lar da saglanmstir' ™. Verilerde celiskili sonugclar
olmasina ragmen biiylik bir cogunlugu AH ve kanser
arasinda ters bir ilisgki oldugunu &ne siirerek farkli
kanser tiirlerine sahip olan bireylerde AH gelisme
risklerinin diisiik oldugu fikrini ortaya koyar’**'. Bu
konuyu arastirmak ve bu iki 6nemli kiiresel halk sag-
lig1 sorununun temelinde yatan ortak mekanizmanin
aydmlatilmas1 son yillarda arasgtirmacilar tarafindan
ilgi ¢ceken bir konu olmaya devam etmektedir™?.

Bu alanda yapilan ¢alismalarda malign beyin tiimorle-
i (TREM2, SPI1, CD33 ve INPPS5D) ile iliskili genle-
rin AH riskine katkida bulundugu gosterilmistir®.
Diger bir ¢alismada meme kanseri hastalarinda CD33
ve CD2AP genlerindeki patojenik varyantlarin AH
hastaligr i¢in risk teskil eden APOE varyantlan ile
beraber aktarildigi gosterilmis, meme kanseri iligkili
bilissel gerilemede AH ile iligkili APOE geninin 6ne-
mi ortaya konmustur”. Ayrica, AD ve kanser hastalig
ile iliskili miRNA'larin da iki hastalik icin rolleri aras-
tirtlmis ve iki hastalik durumunda da anlatimlari dii-
zensizlesen miRNA'larin ¢ogunlukla anlatimlarinin zit
yonde degisiklikler gosterdigini belirten g¢aligmalar
mevcuttur’®*’. Bu alandaki mevcut bilginin daha fazla
calismayla agikliga kavusturulmasi ilag yeniden amag-
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landirma, ila¢ yeniden profillendirme, ilag yeniden
hedeflendirme ve kisisellestirilmis tip yaklagimlar
olusturma potansiyeli agisindan doniisiimsel tip alani
icin son derece 6nemlidir™?*.

Bu amagla yapilan ¢aligmalarda AH ve farkli kanser
tiirleri arasindaki ortak etiyolojiye dair kanitlar olma-
sma ragmen hepatoselliiler kanser (HCC) ve AH ara-
sindaki iliskiyi gosteren literatiirde ¢aligma bulunma-
maktadir. Bu calismada, AH hastaliginin yaygin for-
mu olan LOAD ve HCC arasindaki ortak molekiiler
etiyolojiyi arastirarak iki hastaligin ydonetimi igin ta-
sarlanabilecek doniisiimsel tip yaklasimlarma veri
olusturmak amac¢lanmistir. Calismamizda in silico
araglar kullanarak LOAD ve HCC ile ilgili ortak biyo-
lojik yolaklar, anahtar biyobelirtegleri ve regiilatorleri
arastirilmistir.

Gereg ve Yontem

2.1. Veri erisimi ve diferansiyel gen ifade analizleri

Bu c¢alismada kullanilan RNA-seq veri setleri
(GSE73708, GSE67333) Gene Expression Omnibus
(GEO) veritabanindan alinmistir’®. GSE73708, 4
HCC'e sahip birey ve 4 kontrol igerirken, GSE67333
veri setinde LOAD'a sahip 4 hasta ve 4 kontrol bu-
lunmaktadir (Tablo I). Her iki veri setindeki vakalar
ve kontroller arasindaki diferansiyel olarak ifade edi-
len genler (DEG'ler), GEO RNA-seq Experiments
Interactive Navigator (GREIN) web platformu kullani-
larak analiz edildi®'. P-degeri <0.05 ve log2FC>2 veya
<2 olan DEG'ler istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi. Her iki veri kiimesi icin de istatistiksel olarak
anlamli DEG'ler karsilastirilarak ortak DEG'ler ¢alis-
manin ileriki asamalarina dahil edildi (Sekil 1).

Veri Seti Secimi
NCBI-Gene Expression Omnibus (GEO) Veritabani
(GSE73708, GSE67333)

Diferansiyel Gen ifade (DEG) Analizi

GEO RNA-seq Experiments Interactive
Navigator (GREIN)

Protein-Protein Protein-Protein Etkilesim Agi

Etkilesimi Analizi Gorsellestirme

STRING v11.0 veri tabani Cytoscape v3.7.1

miRNA-Hub Gen etkilegim
Analizi
MicroRNA Data Integration
Portal (mirDIP) v4.1

Fonksiyon ve Yolak
Zenginlestirme Analizi

NetworkAnalyst v3.0

I

Hub Gen Secimi
CytoHubba

Sekil 1.
Calismanin metodolojik yaklagimi
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LOAD ve HCC ile iliskili Ortak Molekiiler Yolaklar

Tablo 1. Calismada analiz edilen GEO veri setleri

Dok Ornek Grup
Veri Seti T?piu Hasta Kontrol Metod Platform
sayisl  sayisi
- 4 Saghkh  RNA-  lllumina HiSeq
GSE73708 Karacijer 4 HCC kontrol  Seq 2000
: 4 Saghkh RNA-  lllumina HiSeq
GSE67333 Hipokampus 4 LOAD kontrol  Seq 2000

2.2. Protein etkilesim ag network analizi ve hub gen
tamimlanmasi

Ik olarak, ortak DEG'ler, protein-protein etkilesimle-
rini (PPE) analiz etmek i¢in STRING** v11.0 verita-
banina (https://string-db.org/) aktarildi ve birlesik
skor> 0.4 secilerek protein etkilesim ag1 olusturuldu.
Ag gorsellestirilmesi ve agin topolojik 6zelliklerinin
analizi Cytoscape yaziliminda (Cytoscape v3.7.1)
Cytohubba eklentisi kullanilarak yapilarak hub genler
tespit edildi (Cytoscape v3.7.1). Cytohubba, 12 farklh
puanlama yontemi kullanarak proteinlerin etkilesimle-
rini hesaplar ve hub genler bu puanlamalara gore seci-
lir’. Bu ¢alismada tanimlanan “hub genler” topolojik
analizde derece siralamasinda (ag diigiim derecesi >4)
en iist ortak DEG'ler dikkate almarak tanimlanmistir*.
Secilen proteinler protein etkilesim aginda en fazla
etkilesime sahip hub molekiillerdir.

2.3. Ortak diferansiyel olarak ifade olan genlerin
fonskiyonel analizleri

iki veri setinde ortak DEG'lerin molekiiler yolaklarda
ve biyolojik siire¢lerde kiimelenmelerini ve fonksi-
yonlarin1 analiz etmek i¢in NetworkAnalyst araci
kullamild®®.  Fonksiyon zenginlestirme analizinde
hipergeometrik teste gore p<0.05 olan Kyoto Genler
ve Genomlar Ansiklopedisi (KEGG) ve Gen Ontoloji-
si (GO) terimleri istatiksel olarak anlamli kabul edildi.

2.4. Ortak miRNA-hedef gen etkilegsimlerinin tahmini

MikroRNA'larin gen regiilasyonunda 6nemli rolleri
oldugu bilindiginden ¢aligmamizda HCC ve LOAD'da
ayni hub genleri hedef alan iki hastalikta muhtemel
iligkili miRNA'lar MicroRNA Veri Entegrasyon
Portali (mirDIP) v4.1 veritaban1 kullanilarak tespit
edildi*®. Tespit edilen hub genler grup olarak veri
tabanina yiiklenerek 30 farkli algoritmadan gelen
veriler entegre edilerek hub genleri hedefleyen
miRNA'lar tahmin edildi.

Bulgular

3.1. DEG analizleri ve ortak DEG'lerin tanimlanmasi

GSE73708 ve GSE67333 veri setlerindeki RNA-seq
verilerinin  analizleri sonucunda HCC'de 2632,
LOAD'da ise 255 DEG tespit edildi. HCC ve LOAD
icin tespit edilen DEG'ler karsilastirilarak, protein
kodlayan genlere karsilik gelen her iki hastalikta igin
de ortak 33 DEG tanimlandi. Bunlardan 5'1 HCC'de
asagi-regiile iken LOAD'da yukar: regiile oldugu, 10
DEG'in HCC'de yukari-regiile ve LOAD veri setinde
ise asagi-regiile oldugu, 18 DEG'in ise her iki veri
setinde de ayni yonde anlatim yaptigi tespit edildi.
Tablo II, her iki hastalikta da ayni ve zit yonlerde
diizensiz ifade edilen ortak DEG'leri gostermektedir.

3.2. Protein-protein etkilesim aginin kurulmasi

STRING veritaban1 kullanilarak analiz edilen 33 ortak
DEG'in PPE zenginlestirme P-degeri 2E-09 bulundu
ve istatiksel olarak anlamli 6l¢iide PPE agi kuruldu.
Ag goriintiillenmesi i¢in Cytoscape kullanilarak agin
topolojik 6zellikleri Cytohubba ile hesaplanarak Tablo
[II'de gosterilmistir. Ag diigiim derecesi>4 olan genle-
ri hub genleri olarak kabul ettik ve bu sekilde iki has-
taligin ortak yolaklarinda etkin oldugu muhtemel 5
hub gen (HLA-DRBI, HLA-DQB2, TRIM31, HLA-C,
HLA-A) tespit ettik. Ayrica, 2 hub geninin (HLA-
DRBI, HLA-C) her iki veri setinde de aymi yonde
diizenlendigini ve 3 hub geninin (HLA-DQB2,
TRIM31, HLA-A) HCC ve LOAD'da ters yonde dii-
zenlendigini gozlemledik (Tablo II).

Tablo II. LOAD ve HCC veri setlerinde tespit edilen

ortak DEG'ler
Direction of the Gene ID
deregulation of the DEG
+LOADI- HCC RAB25, TTN, GABBRY, HLA-DQB2, P2RY10
SLPI, MAPT, TRIM31, S100A8, S100A9, HILA-
+HCC/-LOAD A, DCANP1, HSPA1B, AGPAT/, BPIFA2
" LOAD- HCC AREG, HLA-DRBT, MARCO, CTorf34
PRRC2A, SULT1C2, EGFL8, CAPN11,
+LOADI+ HCC HSPATA NFKBIL1, UBE2C, HLA-C, MICA,

CDX1, SMPX, ISX, RHO, MAGEB17

+: Yukari regllasyon, -: Asad regtilasyon

Tablo III. Protein etkilesim aginda Hub genlerin topolojik dzellikleri (Ag diigiim derecesi >4)

GenID  Betweenness BottleNeck Closeness ggf#ﬁ;?r?t Degree DMNC EcCentricity EPC MCC MNC Radiality Stress
HLA-DRB1 186 17 11.28333 0.25 8 056839  0.17895 7525 28 4 592763 186
HLA-DQB2 0 1 8.28333 1 4 0.56839  0.14912 674 24 4 525658 0
TRIM31 0 1 8.28333 1 4 056839  0.14912 6792 24 4 5.25658 0
HLA-C 0 1 8.28333 1 4 056839  0.14912  6.708 24 4 5.25658 0
HLA-A 0 1 8.28333 1 4 056839  0.14912  6.806 24 4 5.25658 0
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3.3. DEG'lerin molekiiler yolaklarda ve biyolojik
stireglerde zenginlestirilmesi

HCC ve LOAD veri setlerinde ortak DEG'lerin KEGG
yolak ve GO zenginlestirme analizi NetworkAnalyst
aracinda gergeklestirildi. Ortak DEG'lerin kiimelendi-
gi en onemli 10 KEGG terimi bagisiklik tepkisi ile
iligkiliydi ve en 6nemli terim “Antijen isleme ve su-
num yolu” idi (P=4.83E-07) (Tablo IV). Tim
istatiksel olarak anlamli KEGG terimleri Sekil 2'de
gosterilmistir. GO  zenginlestirme analizi, ortak
DEG'lerin gesitli GO terimleriyle iligkili oldugunu ve
bunlarin 6zellikle immiin cevaptaki rollerinin dnemini
ortaya koymustur (Sekil 3). GO terimleri ile iligkili en
o6nemli biyolojik siirecin "dogal bagisiklik yanit1"
oldugu da gozlenmistir (P =5.89E-06) (Tablo V).

Tablo IV. Ortak DEG'lerin kiimelendikleri en anlamli

10 KEGG terimi (P<0.05)
KEGG ID KEGG Yolagi P- degeri Genler
Antijen isleme ve sunma HLA-A, HLA-C, HLA-
hsa04612 (Antigen processing and 4.83E-07 DRB1, HSPA1A,
presentation) HSPA1B
hsa05330 Al!ogrlaﬂ reddi (Allograft 7 09E-05 HLA-A, HLA-C, HLA-
rejection) DRB1
Graft-versus-host hastaligi HLA-A, HLA-C, HLA-
hsa03332 G oftversus-host disease) o o2r 00 DRBY
Tip 1 diyabet mellitus (Type | HLA-A, HLA-C, HLA-
hsa04340 .obetes meliius) 0.000103 o
Otoimmiin tiroid hastaligi HLA-A, HLA-C, HLA-
L (Autoimmune thyroid disease) UGS DRB1
Viral myokardit (Viral HLA-A, HLA-C, HLA-
hsa05416 myocardiis) 0.000265 DRBY
HLA-A, HLA-C, HLA-
hsa04145 Fagozom (Phagosome) 0.000279 DRBY, MARC
. . HLA-A, HLA-C,
hsa04144 Endositozis (Endocytosis) 0.00166 HSPA1B, HSPA1A
Toksoplazmozis HSPA1B, HSPATA,
hsa05145 7o oplasmosis) 000178 1) 4 pRBY
Dogal éldtirtcu hiicre aracili
hsa04650 sitotoksisite (Natural killer cell 0.00271 HLA-A, HLA-C, MICA
mediated cytotoxicity)
Ostrojen sinyal yolagi HSPA1B, HSPA1A,
hsa0ddNS e ogen signaling pathway) 0™ GABBRY
[}
. p—
[ ] [ ]
‘ e .
.miﬁ:i:::m, .M
Qﬁvan Versus host hastali
PEEES KU
‘winwammzmm
.mmmmun ‘tiroid hastaligt
Sekil 2.

Ortak DEG'lerin kiimelendikleri KEGG yolak terimle-
ri (p<0.05). Dairenin biiyiikliigii ilgili yolagin anlam-
lilik derecesiyle dogru orantilidir. Kirmizi daire en
anlamli yolagi gosterir.
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Tablo V. Ortak DEG'lerin kiimelendikleri biyolojik
siireglerle iliskili en anlamli 10 GO terimi
(P<0.05)

GO term ID:
Biyolojik siire¢ Terimleri
G0:0045087: Dogal bagisikik 5.89E-06
yaniti (Innate immune
response)

P-degeri Genler

HLA-A, HLA-C, HLA-DQB,
HLA-DRB1, S100A8,
S100A9, MARCO, MICA

G0:0009581: Dis uyaranlarin  2.92E-05 HLA-A, HLA-DRB1, RHO,

tespiti (Detection of external TN

stimulus)

GO0:0009617:Bakteriye yanit ~ 3.28E-05 HLA-A, HLA-DRBT,

(Response to bacterium) S100A8, ST00A9, MICA,
NFKBIL1

G0:0006952: Savunma tepki- 7.75E-05 S7100A8, S100A9, MARCO,

sinin pozitif diizenlenmesi

(Positive regulation of defense
response)

G0:0050776: Bagisiklik yaniti- 0.000139
nin diizenlenmesi

(Regulation of immune

response)

MICA, NFKBIL1

HLA-A, HLA-C, HLA-DQB2,
HLA-DRB1, MARCO,
MICA, NFKBIL1

G0:0006952: Savunma tepki- 0.000172  HLA-A, ST00A8, S100A9,
sinin diizenlenmesi MARCO, MICA, NFKBIL1
(Regulation of defense

response)

G0:0019221: Sitokin aracili 0.000337 HLA-A, HLA-C, HLA-DQB2,
sinyal yolagi (Cytokine- HLA-DRB1, AGPAT1
mediated signaling pathway)

G0:0050906: Uyaranlarin 0.000426 HLA-A, HLA-DRB1, RHO,

tespiti (Detection of stimulus) TTN

G0:0002253:immiin yanitn ~ 0.000454 HLA-DQB2, HLA-DRBY,
aktivasyonu (Activation of MARCO, MICA, NFKBIL1
|immune response)

G0:0002376: immiin sistem  0.000504 HLA-A, HLA-C, HLA-DQB?,

siirecinin diizenlenmesi
(Regulation of immune)

HLA-DRB1, MARCO,
MICA, NFKBIL1, HSPA1B

R immiin yanitin pozitt
em sirecin ‘ Yaniun pos
i
iere skivasyonu ‘

i
ik m

‘Dvumg —
o

in
®

.(unakm e etkilesim G
izenienmesi
. Homeostatik sirecin diizenlenmesi
itokin aracili sinyal yolag
51kl yanitinm diizenlenmes e

.n uyaranlarin tespit

o P . S .aklerisavun a yan recnin pozii
i
iere erive yani

am
‘ﬂirﬁvk\ ik cevabr
. Dogal bagisikiik yaniti

Sekil 3.
Ortak DEG'lerin kiimelendikleri GO biyolojik siire¢ler
(p<0.05). Dairenin biiyiikliigii ilgili yolagin anlamlilik
derecesiyle dogru orantilidir. Kirmizi daire en anlaml
yolag gosterir.

3.4. HCC ve LOAD igin ortak miRNA regiilatérlerinin
tespiti

Hub genleri ortak olarak regiile eden miRNA'larin
tahmin analizleri mirDIP veritabani kullanilarak ya-
pildi. MirDIP'teki analizlerimiz, iki veya daha fazla
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hub geni regiile etme potansiyeli olan yiiksek skorlu
40 miRNA tespit edildi. Bes miRNA (hsa-miR-143-3p,
hsa-miR-148a-3p, hsa-miR-148b-3p, hsa-miR-152-3p,
hsa-miR-939-5p) oOnerilen hub genler i¢in varsayilan
ortak anahtar miRNA regiilatorii olarak ongoriillmiistiir.
Hub genlerinin en az dérdiiniin ekspresyonunu regiile
ettigi tahmin edilen ortak HCC ve LOAD miRNA
regiilatorleri Tablo VI'da gosterilmistir.

Tablo VI. LOAD ve HCC ile iliskili hub genlerin
miRNA regulatorleri

|miRNA ID
hsa-miR-143-3p

Hub genes

HLA-A, HLA-C, HLA-DQB2,
HLA-DRB1, TRIM31
HLA-A, HLA-C, HLA-DQB2,

hsa-miR-148a-3p, hsa-miR-148b-3p, hsa-

miR-152-3p HLA-DRB1
hsa-miR-939-5p HLA-A, HLA-C, HLA-DQB2,
TRIM31

hsa-miR-1207-5p, hsa-miR-125b-5p, hsa-
miR-486-3p

hsa-miR-136-5p, hsa-miR-494-3p, hsa-miR-
767-5p, hsa-miR-873-5p, hsa-miR-22-5p
hsa-miR-181c-5p, hsa-miR-654-5p, hsa-miR- |HLA-C, HLA-DQB2
760

HLA-DQB2, HLA-DRB1

HLA-A, HLA-DRB1

hsa-miR-185-5p, hsa-miR-622 HLA-C, TRIM31
hsa-miR-197-3p HLA-DQB2, TRIM31
hsa-miR-2110, hsa-miR-224-5p, hsa-miR-  |HLA-A, HLA-C

23a-3p, hsa-miR-23b-3p, hsa-miR-205-5p,
hsa-miR-301a-3p, hsa-miR-423-5p, hsa-miR-
491-5p, hsa-miR-500a-3p, hsa-miR-518¢-5p,
hsa-miR-608, hsa-miR-1299, hsa-miR-1293,
hsa-miR-130a-3p, hsa-miR-130b-3p, hsa-
miR-149-3p, hsa-miR-1224-3p

hsa-miR-298 HLA-C, HLA-DRB1
hsa-miR-330-5p, hsa-miR-942-5p, hsa-miR- |HLA-A, HLA-DQB2
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Tartisma ve Sonug

AH, diinya ¢apinda yiiksek mortalite ve mortalite
oranlarina yol agan tedavi edilemez hastaliklardan
biridir. Genomik tiptaki ilerlemeye ve AH
patofizyolojisi ile bilgi birikimine ragmen hastaligin
etiyolojisinin altinda yatan sebepler hala arastirilmasi
gerekmektedir. Bu nedenle, AH erken teshisinde kul-
lanmak ve yeni terapotik yaklasimlar gelistirmek igin
yeni biyobelirtecleri tanimlamaya acil ihtiya¢ vardir.
Son yillarda, biriken kanitlar AH ile kanser arasinda
bir baglant1 oldugunu diisiindiirmektedir ve bu da her
iki hastaligin ortak molekiiler etiyolojisinin arastiril-
masinin - AH patogeneziyle ilgili umut verici
biyobelirtegleri ortaya ¢ikarabilecegini gostermektedir.
Bu alanda yapilan arastirmalarin bazi sinirlamalar1 ve
celiskili sonuglar1 olmasina ragmen, ¢esitli ¢calismalar
AH ve farkli kanser tiirleri arasinda ters bir iliski ol-
dugunu gostermektedir’******  Bununla birlikte,
AH ve HCC arasindaki baglantiya ait yeterli calisma
yoktur. HCC en yaygin karaciger malignitesidir ve
devam eden cabalar sagkalim oranlarmi arttirmak ve

toplumlardaki hastalik yiikiinii hafifletmek icin hassas
molekiiler biyobelirtegler gelistirmeyi amaclamakta-
dir,

Bu ¢alismada, AH ve HCC patofizyolojisinin altinda
yatan ortak molekiiller mekanizma biyoinformatik
araclarla aragtirildi. In siliko yaklasimla tasarlanan
¢aligmamizin temel amaci, bu alanda tedavi yaklagim-
lar1 ve hastalik yonetimi i¢in arastirmacilara in siliko
kanit sunarak deneysel aragtirmalara 6n veri olustur-
maktir.

Bu dogrultuda, AH'nin yaygimn tipi olan LOAD ve
HCC ile iliskili RNA-seq veri setleri GEO veri taba-
nindan alinarak analiz edildi. Her iki hastalikta da
ortak DEG'ler tanimland1 ve bunlarin molekiiler yo-
laklarda ve biyolojik siireclerde iglevlerini tanimlamak
i¢cin fonksiyon zenginlestirme analizleri yapildi. Bu
analizler, ortak DEG'lerin bagisiklik tepkisi ve bunun-
la ilgili hiicresel siiregler iizerindeki varsayilan etkile-
rine 151k tutmaktadir. PPE ag1 ve hub gen analizlerimiz,
agda yiiksek derecelere sahip 5 hub geni (HLA-DRBI,
HLA-DQB2, TRIM31, HLA-C, HLA-A) ortaya ¢ikardi.
HLA-DRB1 ve HLA-A'min her iki veri setinde de ayni
yonde diizenlendigi go6zlenmistir, ancak diger hub
genlerin iki hastaliga ait veri setlerinde zit yonlerde
regiile edildikleri gozlenmistir. Ozellikle belirtmek
gerekir ki, bahsedilen genler bagisiklik tepkisinin iyi
bilinen aracilaridir; AD*®* ve HCC** dahil olmak
iizere  enflamasyon ile iligkili  hastaliklarin
patogenezinde 6nemli rol oynadiklari bilinmektedir.
Ayrica, tespit edilen hub genlerinin de i¢inde bulun-
dugu major doku-uyumluluk kompleksi (MHC) genle-
rinin timor gelisimi ve metastazindaki rolleri genis

capta arastirilmaktadir ve kanser tedavisinde
immiinoterapi uygulamalar1 i¢in hedef molekiiller
olarak onerilmektedir***", Aym zamanda

norodejenerasyona bagli immun cevabin da AH
patogenezinde 6nemli rolii oldugu bilinmektedir’>™.
Diger hub olarak 6nerdigimiz TRIM31 (E3 Ubiquitin-
Protein Ligase) geni ayrica, dogustan gelen bagisiklik
tepkisi ve kanser metabolizmasindaki 6nemli roli
nedeniyle HCC'de teropatik hedef olarak gosterilmek-
tedir’®. Analizlerimizde LOAD veri setinde asagi-
reglile oldugu gozlenen TRIM3I geni daha onceki
calismalarla AH'de aktif olan

NLRP3 inflamazomunun inhibitdrii olarak gosteril-
mistir’®, Bu baglamda, kanser tedavisinde TRIM31'i
hedef alan terapotik yaklagimlar kisilerde AH gelisme
riskini artirabilecegi degerlendirilerek 6zenle uygu-
lanmalidir.

Ek olarak, LOAD ve HCC igin ortak anahtar
biyobelirtegleri belirleme ¢abalarimiz, her iki hastalik-
ta da hub olarak Onerilen genlerin regiilasyonunda
onemli olmasi olast 40 miRNA'y1 ortaya ¢ikarmustir
(Tablo VI). Gen ekspresyonunun post-translasyonel
reglilasyonunda gorevli miRNA'larin kanser ve
norodejeneratif hastaliklar da dahil olmak iizere bir
¢ok hastaligin patogenezine onemli katkilar1 oldugu
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bilinmektedir’®®'. Ortak hub genlerini diizenlemesinde
rolii oldugu tahmin edilen miRNA'lar arasinda olan
"miR-143-3p" bes hub geninin hepsinin hedef regiila-
torli olma potansiyeli a¢isindan iki hastalik i¢in ortak
anahtar miRNA olarak disiiniilmektedir. Bu sonucu-
muz HCC ve AH'de miRNA-143"%in diizensiz eks-
presyonunu gosteren dnceki ¢aligmalarin sonuglart ile
de uyumludur®®%. MiRNA-143in LOAD ve
HCC'deki olasi ortak rolii ileriki ¢aligmalarla aydinla-
tilmalidir.

Calismamizda toplum saghigi agisindan Onemli iki
hastaligin ortak mekanizmasina ait in siliko bulgula-
rimiz yeni arastirmalara yon verme agisindan son
derece onemlidir. Bu alanda Lai ve ark. tarafindan
yapilan bir arastirmada yeni HCC tanis1 konmus kisi-
ler ve HCC olmayan kontrol grubu arasinda AH
komorbiditesi istatiksel olarak hesaplanmis ve iki
hastalik arasinda anlamli bir korelasyon saptanmamis-
tir®. Onemle belirtmek gerekir ki bu calisma metodo-
loji ag¢isindan iki hastalik arasinda ortak bir mekaniz-
ma olmadigimi savunmak i¢in yeterli kanitlara sahip
degildir. HCC tanis1 konmus bireyleri ve eslesen kont-
rolleri uzun dénemde takip ederek AH olusma riskinin
gozlenmesi ile bu iki hastalik arasindaki korelasyonun
gbzlenmesi ile daha anlamli sonuglara ulasilabilir.

Bununla beraber bizim ¢aligmamizin sonuglarint des-
tekler nitelikteki giincel bir derlemede ise karaciger
disfonksiyonunun AH olusumuna zemin hazirlayacak
molekiiler yolaklar etkileyebilecegi tartigtimistir®. Bu
celisen sonuglarin giiclii metodolojilerle diizenlenmis
epidemiyolojik ve omik ¢aligmalarla daha fazla arasti-
rilmasi gerekmektedir.

Bu ¢alismanin in siliko tasarimindan kaynakli ve so-
nuglarimizin deneysel olarak test edilmedigi igin bazi
sinirlamalar1 vardir. Ancak bulgularimiz, metodoloji-
mizin ve analizlerimizin gii¢lii yonlerini destekleyen
literatiirle son derece uyumludur. Onemle not etmek
isteriz ki, bu sonuclarin iki hastaliin molekiiler epi-
demiyolojisindeki ortak katkilarmi aydinlatmak igin
bagimsiz veri setlerinde degerlendirme yapilmasi
gerekir.

Sonu¢ olarak, bulgularimiz HCC ve LOAD
patogenezde  ortak  yolaklarin  ve  molekiiler
biyobelirteglerin oldugunu ve bunlarin her iki hastalik
icin risk degerlendirmesinde ve terapdtik uygulamalar

gelistirirken dikkate alinmasi gerektigini onermektedir.

Mevcut ¢alismanin in siliko bulgularinin ileri deneysel
arastirmalarla da dogrulanmasi gerekmektedir ve
ileriki ¢aligmalarla desteklenen sonuglarinin ilag yeni-
den amaclandirma arastirmalarima da veri olusturma
potansiyeli vardir.

Etik Kurul Bilgisi:

Arastirmamizda Etik Kurulu onayr gerektiren higbir insan/hayvan
ornegi kullanilmamustir. Analizlerde kullanilan veri setleri arastir-
macilarin farkli analizlerine olanak saglamak amaciyla halka agik
erisimli sunulan NCBI GEO veri tabanindan indirilmis dolayisiyla
etik kurul onay1 gerekmemektedir.
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