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Oz

Kolanjiyokarsinom (CHOL) erken teshis edilmesi zor olan ve oldukca yiiksek diizeyde oldiiriicii bir kanser
tiriidiir. CHOL tanisinda radyolojik goriintiilemede kisitliliklar meveuttur ve biyopsi ile tan1 yontemi gibi invaziv
tan1 yontemleri disinda genetik tabanli ve Ozgiin biyobelirteglerin belirlenmesi zorunlu hale gelmektedir.
Literatiirde bu amacla gergeklestirilen ¢aligmalardan farkli olarak bizim g¢alismamizda oncelikle intrahepatik
(ICHOL) ve ekstrahepatik (¢eCHOL) kolanjiyokarsinom hastalarinda ortak upregiile olan genler belirlenmistir.
Ayrica ¢alismamizda klinikte CHOL kanserlerinin hepatoseliiler karsinom (LICH) kanserinden ayirt edici
tanisinin zor olmasi sebebiyle CHOL hastalarinda hepatoseliiler karsinomdan (LICH) farkli olarak ve LIHC
hastalar1 ile ortak olarak upregiile edilen genlerin tespit edilmesi de amaglanmistir. Hastalarin gen yogunluk
verileri NCBI Gene Expression Omnibus (GEO) veri tabanindan (GSE121248, GSE132305 ve GSE45001)
saglanmistir. Calismada R LIMMA paketinde yer alan lineer modelleme yontemi kullanilarak kanserli olan ve
olmayan ornekler arasinda upregiile genler (differentially expressed genes-DEGs) tespit edilmistir. Tespit edilen
genlerin hangi biyolojik yolaklara etki ettigini belirlemek igin Gen seti zenginlestirme analizi (Fonksiyonel
zenginlestirme analizi) (GSEA) ShinyGO 0.80 webtool kullanilarak yapilmistir. Sonuglarimiza gére CHOL
hastalarinda LIHC hastalarindan farkli olarak upregiile edilen 4 gene (F2R, ITGA1l, LAMC2 ve LAMB3)
odaklanilmistir. CHOL ve LIHC hastalarinda ortak olarak upregiile edilen 2 gen (COL1A1, ITGA2) tespit
edilmistir. S6z konusu genlerinin ortak olarak isaret ettigi biyolojik yolaklar PI3K-Akt sinyal yolagi ve
ekstraseliiler matriks (ECM)-reseptor etkilesimi siirecleridir. Belirlenen genler ile protein-protein ve ilag etkilesim
¢aligmalar1 sonuglart klinik denemeler ile desteklenip CHOL ile LIHC kanserlerinin ayirt edilmesinde etkin bir
sekilde hedeflenebilecektir.

Anahtar Kelimeler: kolanjiyokarsinom, intrahepatik, ekstrahepatik, hepatoseliiler karsinom, biyobelirteg

Abstract
Cholangiocarcinoma (CHOL) is a highly lethal type of cancer that is difficult to diagnose early. There are
limitations in radiological imaging in the diagnosis of CHOL, and it becomes necessary to determine genetic-
based and specific biomarkers other than invasive diagnostic methods such as biopsy. Unlike the studies in the
literature that carried out these purposes, in our study, the genes that were commonly upregulated in intrahepatic
(ICHOL) and extrahepatic (¢CHOL) cholangiocarcinoma patients were determined. In addition, our study aimed
to identify genes that are upregulated in CHOL patients, differently from hepatocellular carcinoma (LICH), and
in common with LIHC patients, since it is difficult to differentiate CHOL cancers from LIHC cancers in the clinic.
Gene expression data of the patients were provided from the NCBI Gene Expression Omnibus (GEO) database
(GSE121248, GSE132305 and GSE45001). In the study, upregulated genes (differentially expressed genes-

141


mailto:gizem.duran@ieu.edu.tr
https://orcid.org/0000-0002-2168-753X

DEGs) were detected between cancerous and non-cancerous samples using the linear modeling method in the R
LIMMA package. Gene set enrichment analysis (Functional enrichment analysis) (GSEA) was performed using
ShinyGO 0.80 webtool to determine which biological pathways the detected genes affect. According to our results,
we focused on 4 genes (F2R, ITGA11, LAMC2 and LAMB3) that were upregulated in CHOL patients differently
than in LIHC patients. Two commonly upregulated genes (COL1A1, ITGA2) were detected in CHOL and LIHC
patients. The biological pathways that the genes in question commonly indicate are the PI3K-Akt signaling
pathway and extracellular matrix (ECM)-receptor interaction processes. The identified genes and the results of
protein-protein and drug interaction studies will be supported by clinical trials and can be effectively targeted to

differentiate CHOL and LIHC cancers.

Keywords: cholangiocarcinoma, intrahepatic, extrahepatic, hepatocellular carcinoma, biomarker

1. Giris

Kolanjiyojarsinoma (CHOL) safra kanali epitelinin
timoridir ve erken teshis edilmesi zor bir kanser
tirii oldugundan dolayr tespit edildigi evrede
oldukga oliimciil bir kanser ¢esididir ve Global
Cancer Statistics 2018 raporuna gore hepatoseliiler
karsinom (LICH) ile beraber olasiklikla erkekte
ikinci kadinda ise altinct kanser kaynakli
mortalitenin nedeni olarak gdsterilmektedir [1].
Timoriin bulundugu anatomik lokasyon acisindan
CHOL perihilar, ekstrahepatik (eCHOL) ve
intrahepatik (ICHOL) olarak {iige ayrilmaktadir
[2,3,4]. Ayrica kombine hepatoseliiler-
kolanjiyokarsinom tlimorleri de nadir olarak
gozlenen primer karaciger malignitelerinden biridir
ve histolojik olarak karigtk bir kanser tiiri
oldugundan dolay1 noninvaziv ve dogru teshisin
konulmasi hemen hemen imkansizdir [5,6]. Bunun
yani sira klinikte LIHC ve iCHOL’lin ameliyat
Oncesi siiregte noninvaziv ayirici tanisinin esas
olarak gorlintiilemeye dayandigr bilinmektedir.
Ancak konvansiyonel goriintiilleme ve radyolojik
yontemlerin iki karsinom arasinda ayrim yapmadaki
dogrulugu yetersizdir. Bu nedenle Huang J.L. ve
ark. 2023 yilinda her iki kanser tiirll igin etkili ve
invaziv olmayan bir ameliyat 6ncesi ayirici tani
yontemi saglamak amaciyla bilgisayarli tomografi
(BT) goriintiilerine dayali yeni bir derin 6grenme
modeli olusturmustur [7]. Bir bagka grup da 2020
yilinda makine Ogrenmesi araciligiyla ¢ok fazli
bilgisayarli tomografi (CT) taramalar1 iizerine bir
tan1 modeli gelistirmeye ¢aligmistir [8].

CHOL tanisinda klinik belirtiler (sarilik, koyu renkli
idrar, kil renkli diski ve kasinti, karmn agrisi,
halsizlik, gece terlemesi, kilo kaybi veya kaseksi
gibi) ve fiziksel muayene, endoskopik bulgularin
(kolanjiyografi, endoskopik ve intraduktal ultrason
gibi), goriintiileme yoOntemlerinin  (tomografi,
ultrason goriintiileme, pozitron emisyon tomografisi
(PET) taramasi, gibi) yani sira kandan Carbohydrate
Antigen 19-9 (CA 19-9), Carcinoembryonic Antigen
(CEA), Alpha-Fetoprotein, Serum IgG4 6l¢timii gibi
laboratuvar bazli testler de tan1 koyma siirecinde
klinikte kullanilmaktadir [4]. Buna karsin genetik
diizeyde CHOL tanisim1 LIHC tanisindan ayirt
etmeye yonelik klinikte rutin uygulamaya konulmus
bir tan1 yontemi mevcut degildir.
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Biz de calismamizda ekstrahepatik (eCHOL) ve
intrahepatik (ICHOL) CHOL tanist almis hastalar1
LIHC tamis1 almig hastalardan gen diizeyinde
ayristirmak admma CHOL hastalarinda LIHC
hastalarindan farkli olarak upregiile edilen genler
belirlenmigtir. Caligmamizda farkli diizeylerde
eksprese edilen genler arasindan ilag hedefleme
calismalarina da yol gdstermesi agisindan sadece
upregiile edilen genlere odaklanilmistir. Bunun yani
sira ¢aligmamizda CHOL ve LIHC hastalarinda
ortak olarak upregiile olan genler de farkli olarak
tespit edilen genler ile karsilastirma yapilmasi ve
stireglerin biyolojik yolaklar agisindan daha detaylt
anlagilmasi i¢in belirlenmistir.

2. Materyal Ve Metot

2.1 Veri Setlerinin ve Hastalarin
Yogunluklarina ait Bilgilerin Elde Edilmesi
Hepatoseliiler Karsinom (LIHC), ve safra yolu

Gen

kanser cesitleri olan ekstrahepatik
kolanjiokarsinom (eCHOL), ve intrahepatik
Kolanjiokarsinom (iCHOL) igin mikrodizi

verilerinin (sirastyla GSE121248, GSE132305,
GSE45001) gen ekspresyon profilleri, Gene
Expression Omnibus (GEO) veri tabanindan elde
edildi
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi).
Bu ii¢ veri setinden (GPL570 [HG-U133 Plus 2]
Affymetrix Insan Genomu U133 Plus 2.0 Dizisi)
elde edilen gen yogunluklar1 LIHC igin 70 timorlii
dokuya ve 37 saglikli dokuya, eCHOL 182 tiimorli
dokuya ve 38 saglikli dokuya ve iCHOL igin ise 10
tiimorli dokuya ve 10 saglikli dokuya aittir (Tablo-
1).

2.2 istatistiksel analiz

Calismada tiim veri setleri i¢in ayr1 ayrt R LIMMA
(versiyon 4.4.2) paketinde yer alan lineer
modelleme yontemi kullanilarak kanserli olan ve
olmayan Ornekler arasinda farklilagan genler tespit
edilmistir [9]. Istatistiki anlamlilig1 karar vermede p-
degeri<0.05 esik deger olarak kabul edilmistir.
Boylece kanserli olan orneklerde saglikli olanlara
gore upregiile-downregiile olan genler tespit
edilmistir. Sonug¢ olarak, tiim veri setlerinde ortak
bir bigimde istatistiki olarak anlamli bir bi¢imde
farklilasan ortak upregiile olan genler de ortaya
cikartilmigtir. iCHOL ve LIHC igin kat degisimi


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi

(fold chage) 1.5 ve istii olarak alinirken eCHOL i¢in
bu deger 0.5 olarak belirlenmistir. CHOL ve LIHC
kanserlerinde DEG analizi gerceklestirmek icin

Tablo-1 Calismada kullanilan veri setlerine ait bilgiler

UALCAN (https://ualcan.path.uab.edu/cgi-
bin/ualcan-res.pl) biyoinformatik tabanli web
araclar1 kullanildi [10].

Kisi Basina
Kanser Diisen Gen
Veriseti Platform Tiirii Sayisi Ornek Sayisi (kanserli doku/saghkh doku)
N=107
LIHC tiimorlii doku say1s1=70
GSE121248 | GPL570 LIHC 54675 Saglikli doku sayis1i=37
N=220
eCHOL tiimérlii doku say1si=182
GSE132305 | GPL13667 eCHOL 49386 Saglikli Safra Kanali doku sayisi=38
N=20
iCHOL tiimorlii doku sayisi=10
GSE45001 | GPL14550 iCHOL 23572 Saglikli Safra Kanali doku sayisi=10

2.3 LIHC, eCHOL ve iCHOL Kanseri
Hastalarinda Belirlenen Ortak Genlerin
Fonksiyonel Zenginlestirme Analizi

LIHC, eCHOL ve iCHOL kanserli hastalarda yaygin
upregiile edilmis genlerin hangi ana biyolojik
yolaklara etki ettigini belirlemek icin Gen seti
zenginlestirme analizi (Fonksiyonel zenginlestirme
analizi) (GSEA) yapilmistir. Bu nedenle ShinyGO
0.80: Gen Ontology Enrichment Analysis
(http://bioinformatics.sdstate.edu/go80/) analizleri
LIHC, eCHOL ve iCHOL kanserli hastalarda ortak
olarak belirlenen yukari regiile edilen genlerin
molekiiler etkilesimini ve iligki aglarin1 tanimlamak
icin Kyoto Genler ve Genomlar Ansiklopedisi
(KEGG) veritaban1 secilerek gerceklestirilmistir
[11].

2.4 Etik Kurul Onay1

Bu calismada kullanilan kanser hastalarinin gen
yogunluklarina ait bilgiler herkesin kullanimina agik
olan Gene Expression Omnibus (GEO) veri
tabanindan alindigindan dolay1 etik kurul onay:
gerekli olmamaktadir
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3. Sonuglar
3.1 Kolanjiokarsinom ve Hepatoseliiler
Karsinom Hastalarinda Farkh Olarak
Eksprese Edilen Genler (DEGler)
Calismamizda biyoinformatik analizler ile 6ncelikle
ayrt ayrt her bir kanser tiiriinde ekspresyonu
degismeyen ve upregiile ve downregiile edilen
genler  (DEGler)  belirlenmistir. Ardindan
calismamizin amacina uygun olarak hem
intrahepatik hem de ekstrahepatik kolanjiokarsinom
(CHOL) hastalarinda ortak olarak upregiile olan 32
adet gen belirlenmistir. Bu genlerin yan1 sira hem
CHOL hem de LIHC hastalarindan ortak upregiile
olan 7 gen oldugu tespit edilmistir (Tablo-2).
LIHC’ye 0zgii olarak tespit edilen gen sayis1 Tablo-
2’de de gosterildigi tizere 308’dir fakat
calismamizda sadece CHOL’a 6zgii ve LIHC ile
ortak olarak  degiskenlik gosteren genlere
odaklanilmustir.


http://bioinformatics.sdstate.edu/go80/

Tablo-2 LIHC, eCHOL ve iCHOL Kanseri
Hastalarinda Fakh Sekilde Eksprese Edilen
Genler

Anlamhihgin

Veri setleri Yonii Gen Sayisi
Upregiile 15769

GSE121248

(LIHC) Anlaml olmayan | 26899
Downregiile 12007
Upregiile 3481

GSE132305

(eCHOL) Anlaml olmayan | 43359
Downregiile 2546
Upregiile 1195

GSE45001

(iCHOL) Anlaml olmayan | 21544
Downregiile 833

Farkhlasan Genler

LIHC’dan

farkh olarak

sadece eCHOL

ve iCHOL ortak

genler Upregiile 32

LIHC, eCHOL

ve iCHOL ortak

genler Upregiile 7

LIHC'ye ozgiin

genler Upregiile 308

3.2Kolanjiokarsinom Hastalarinda
Hepatoseliiler Karsinom Hastalarindan Farkh
Olarak Upregiile Edilen Genler ve iliskili
Biyolojik Yolaklar

Calisgmamizda CHOL’da LIHC’den farkli olarak
upregiile oldugu tespit edilen genler protein
kodlayan genlerdir ve Tablo-3A’da bu genlerin
listesine yer verilmigtir. Bunun yani sira gen
zenginlestirme analizlerinin sonuglarina gére CHOL
hastalarinda LIHC hastalarindan farkli olarak
upregiile edilen 4 gene odaklanilmigtir. S6z konusu
F2R, ITGA11, LAMC2 ve LAMB3 genlerinin ortak
olarak isaret ettigi biyolojik yolaklar PI3K-Akt
sinyal yolag1 ve ekstraseliiler matriks (ECM)-
reseptor etkilesimi siirecleridir (Sekil-1, Tablo-3B).
Belirlenen genlerin CHOL kanserlerinde net bir
sekilde ve anlamli diizeyde upregiile oldugu TCGA
orneklerinde de gosterilmistir (Sekil-2 A, B, C, D).
Ayrica ¢alismamizda bu genlerin (diizeyleri benzer
de olsa ITGAll ve LAMB3 disinda) LIHC
kanserlerinde downregiile oldugu da acikca
goriilmektedir (Sekil-2 E, F, G, H). Calismamizda
CHOL ve LIHC hastalarmin gen yogunluk
verilerinin kullanilarak yapilan DEG analizlerinden
elde edilen kat degisimi (log2FC-fold change)
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degerlerine gore ITGA11 geni iCHOL ve eCHOL
hastalarinda hasta olmayan bireylere gore sirasiyla 3
ve 0.53 kat artis gostermigtir. Bunun yani sira
LAMB3 geni de benzer bir sekilde eCHOL ve LIHC
hastalarinda hasta olmayan bireylere gore sirasiyla
2.92 ve 0.69 kat artig gostermistir. Benzer sekilde
F2R geni sirastyla 1.88 ve 0.52 kat artig gdsterirken
LAMC?2 geninde ise sirastyla 3.86 ve 0.52 kat artig
gozlenmistir. Sonuglarimiz TCGA hastalarinin gen
yogunluk verilerinin kullanilarak yapilan analiz
sonuglari ile tutarlidir ve benzerdir.

Tablo-3A Kolanjiyokarsinom Hastalarinda
Hepatoseliiller Karsinom Hastalarindan Farkli
Olarak Upregiile Edilen Genler

LIHC'dan
farkh
olarak
iCHOL ve
e¢CHOL
ortak
upregule
edilen
Say1 | genler Genin Aciklamasi
17C, epalmitoilaz igeren
1 ABHDI17C | abhidrolaz alant
2 COL10A1 | kollajen tip X alfa 1 zinciri
3 CST2 sistatin SA
4 DIO2 iyodotironin deiyodinaz 2
pihtilagma faktori II trombin
F2R reseptorii  (Proteazla  Aktive
5 (FAR1) Edilen Reseptor 1)
fibroblast aktivasyon proteini
6 FAP alfa
folikiiler ~ dendritik  hiicre
7 FDCSP tarafindan salgilanan protein
FNDCl1 fibronektin tip III alani iceren 1
9 H2ACS H2A kiimelenmis histon 8
10 HOXB6 homeobox B6
11 HTRA3 HtrA serin peptidaz 3
12 INHBA inhibin alt birimi beta A
13 ITGA1l integrin alt birimi alfa 11
14 KRT17 keratin 17
15 KRT6B keratin 6B
16 LAMB3 laminin alt birimi beta 3
17 LAMC2 laminin alt birimi beta 3
18 MATN3 matrilin 3
mikrotiibiil ile iligkili
monooksijenaz, calponin ve
19 MICAL2 LIM alani igeren 2
20 MMP7 matris metalopeptidaz 7
21 NTM norotrimin
22 OLFML2B | Olfaktomidin benzeri 2B
23 PKM piruvat kinaz M1/2
24 PLEK?2 plekstrin 2




25 PLP2 proteolipid proteini 2 o
ECM-reseptér ethdlesimi - o 300
26 POSTN periostin ® 325
® 350
27 PTK7 protein tirozin kinaz 7 (inaktif) — 037
RUNX ailesi transkripsiyon i 0 400
28 RUNX1 faktorii 1
serin peptidaz inhibitérii, Kunitz s papillomsrirs enfebponts | g og10(FOR)
29 SPINTI tip 1 : :2
30 SPON2 spondin 2 RN}
PIIK-Akt sinyal yolagy « e " RE)
31 SULF1 stilfataz 1 ")
32 UNC5B unc-5 netrin reseptérii B 0 5 0 5 & %

Kat Zenginlestirme
Sekil-1 Kolanjiyokarsinoma Hastalarina Ozgii
Upregiile Olan Genlerin iliskili Oldugu Biyolojik
Yolaklar

Tablo-3B Kolanjiyokarsinoma Hastalarina Ozgii Upregiile Olan Genler ve iliskili Oldugu Biyolojik
Yolaklar

)

Transhript sayisymilyvon

Transkript sayisvmilyon

Kat
Zenginlestir
Zenginlestirme Gen Yolak me (Fold
FDR Sayist Genleri enrichment) | Biyolojik Yolak Genler
ECM-reseptor
0.012575211 3 88 24.37606534 | etkilesimi ITGA11, LAMB3, LAMC2
PI3K-Akt  sinyal | F2R (PARI1), ITGA1l, LAMB3,
0.023975095 4 354 8.079449153 | yolu LAMC2
CHOL hastalarinda FR gen ekspresyonu CHOL hastalarinda ITGAL] gen ekspresyonu CHOL hastalarinda LAMC? gen ekspresyonu CHOL bastalarinda LAMB3 gen ekspresyonu
1 e prrem e
M T |} I e
T e
| g | g
' 5 " ; | 3
H | o FECE|
" 2 & .
. i . ! - ;
=t i q L i 2 0
_— B ' I | q
Normal Primer Tiimé Ni i fimé N i imé
(o:a:: m[:;i ;)mor )(o::;:;l an[:;:)mr l\(or':al an(ll:;;mor Normal Primer Timér
n:3) n: @9) (a:36)
LIHC bastalarinda F2R gen elsresyonu LIHC hastalarinda ITGALI gen eksresyonu LIHC bastalarinda LAMC? gen elcresyonu LIHC hastalarinda LAMB3 gen eksresyonu
= i § 3 T i T
| ] T Z —_ g
s 24 I —ij | i1
4 : Pk
L | ] e
= B 3 ’ B
‘: : 5 | B o Pl —
— : =1
ks . £ . - |- —_—
Normal Primer Tiimér Normal Primer Tiimor Normal Primer Timér Normal Primer Tiimér
(n:50) (m:371) (n:50) (n:371) (m:50) (n:371) (n:50) (n:371)
Sekil-2 F2R, ITGAll, LAMC2 ve LAMB3 gore istatistiksel olarak anlamli diizeylerde farkli
Genlerinin TCGA veri tabanindan elde edilen oldugu gosterilmistir. Kirmizi bar: tiimdr ornegi;
CHOL ve LIHC hastalarindaki Ekspresyon mavi bar: normal doku. (p<0.01 olarak kabul

Diizeylerinin Tespiti TCGA UALCAN veri edilmistir.)
tabanina gen yogunluk verileri girilmis CHOL ve
LIHC hastalarinda ilgili genlerin saglikli dokuya
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33 Kolanjiokarsinom ve Hepatoseliiler
Karsinom Hastalarinda Ortak Olarak Upregiile
Edilen Genler ve iliskili Biyolojik Yolaklar
Kolanjiyokarsinom  hastalarinda  hepatoseliiler
karsinom hastalarindan farkli olarak upregiile edilen
genler belirlendikten sonra her iki kanserde de ortak
olarak upregiile edilen genler de belirlenmistir ve bu
genlerin hepsi protein kodlayan genlerdir (Tablo-
4A). Ayrica gen zenginlestirme analiz sonuglarina
gore ITGA2 ve COL1A1 genleri hem CHOL hem de
LIHC’de ekstraseliiler matriks (ECM)-reseptor
etkilesimi ve PI3K-Akt sinyal yolaginda ortak
bulunan gen olarak belirlenmistir (Tablo-4B, Sekil-
3). Belirlenen COL1A1 ve ITGA2 genlerin CHOL
kanserlerinde net bir sekilde ve anlamli diizeyde
upregiile oldugu TCGA  Orneklerinde  de
gosterilmigtir. Bunun yani sira anlamli diizeyde de
olsa ayn1 genler LIHC hastalarinda gérece CHOL
hastalarina gore ¢ok daha diisiik seviyelerde tespit
edilmistir (Sekil 4A, B, C, D). Calismamizda CHOL
ve LIHC hastalarinin gen yogunluk verilerinin
kullanilarak yapilan DEG analizlerinden elde edilen
kat degisimi (log2FC-fold change) degerlerine gore
ITGA2 geni iCHOL, eCHOL ve LIHC hastalarinda
hasta olmayan bireylere gore sirasiyla 3.042, 0.70,
ve 1.72 kat artig gostermistir. Bunun yani sira
COL1AL1l geni de benzer bir sekilde eCHOL ve
LIHC hastalarinda hasta olmayan bireylere gore
sirastyla 4.49, 0.78, ve 1.59 kat artis gdstermistir.
Sonuglarimiz TCGA hastalarinin gen yogunluk
verilerinin kullanilarak yapilan analiz sonuglari ile
tutarhidir ve benzerdir.

Tablo-4A Kolanjiyokarsinom ve Hepatoseliiler
Karsinom Hastalarinda Ortak Olarak Upregiile
Edilen Genler

Aritmojenik sag ventrikiiler kardiyomiyopati
ECM-reseptor etkilegimi

Platelet aktivasyonu

Platinum ilac etkilegimi

P33 sinyal yolag:

Cushing sendromu

Kanzerlerde microRNA'lar

Hepatoseliiler karsinom

Endokrin direnci

Hematopoietik hiicre soyu

Fokal adhezyon

Diyabetik komplikasyonda AGE-RARE sinyal yolagn *
Kanzerlerde proteoglikanlar
Melanogenez

Amebiyaz

Protein sindirimi ve emilim
Insan papillomaviris enfeksiyonu
Kanser iliskili yolaklar

PI3K-Akt sinyal yolaga

LIHC, iCHOL
ve e¢CHOL
ortak upregule
Sayr | edilen genler Genin A¢iklamasi
SRY (Cinsiyeti Belirleyen
1 SOX4 Bolge Y)-Box 4
2 VCAN versikan
lenfoid  arttirict  baglama
3 LEF1 faktorii 1
sikline bagiml kinaz
4 CDKN2A inhibitorii 2A
5 COL1Al Kolajen tip I alpha 1 zinciri
6 ITGA2 integrin alt birimi alfa 2
ubikuitin konjuge edici enzim
7 UBE2C E2C

146

-

uumunmmq

20 40 60 80
Kat Zenginlestirme

=5

Sekil-3  Kolanjiyokarsinom ve Hepatoseliiler
Karsinom Hastalarinda Ortak olarak Upregiile Olan
Genlerin Iligkili Oldugu Biyolojik Yolaklar

4. Tartisma

Kolanjiyokarsinom tanist sirasinda radyolojik
gorlntiilemede kisitliliklar mevcuttur ve biyopsi ile
tan1 yontemi gibi invaziv tan1 yontemleri disinda
etkin, 6zgilin ve erken bir tan1 yontemi gelistirilmesi
zorunlu hale gelmektedir. Kolanjiyokarsinom
kanserlerinde  ekspresyon diizeyinde Kkanserli
olmayan doku ile karsilastiginda farklilasan aday
biyomarker genlerin tespit edilmeye ¢alisildigt
biyoinformatik tabanli ¢aligmalar mevcuttur ve bu
caligmalar genellikle CHOL’e 06zgii genlerin
belirlenmesine odaklanmis olup, bizim bilgimize
gore CHOL’iin LIHC’tan farkli olarak ve LIHC ile
ortak olarak upregiile edilen genlere vurguda
bulunan ¢aligma sayisi kisithidir. Ayrica literatiirde
intrahepatik ve ekstrahepatik kolanjiyokarsinom i¢in
ortak upregiile genlerin belirlendigi ¢aligmalar da
sinirli sayidadir. Bu agidan ¢alismamiz 6zgiindiir ve
CHOL-LIHC arasindaki tanisal karisikligi da
ortadan kaldirmaya yoneliktir.

Calismamizin sonuglarina goére kolanjiokarsinom
hastalarinda hepatoseliiler karsinom hastalarindan
farkli olarak upregiile oldugu tespit edilen 32 adet
protein kodlayan gen mevcuttur. Bu genler ile gen
zenginlestirme analizleri yapildiginda isaret edilen
kanserlesme ile ilgili olan biyolojik yolaklar PI3K-
Akt sinyal yolag1 ve ekstraseliiler matriks (ECM)-
reseptor etkilesimidir. Bu biyolojik yolaklar
kolanjiyokarsinom hastalarinda LIHC hastalarindan
farkli olarak F2R (PAR1), ITGAll, LAMC2,
LAMB3 genleri tarafindan aktive edilmektedir.
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Tablo-4B Kolanjiyokarsinoma ve Hepatoseliiler Karsinoma Hastalarinda Ekstraseliiller Matriks Reseptor
Etkilesimi ve PI3K-Akt Sinyal Yolagina Ozgii Belirlenen Genler

Kat
Zenginlestirme
Zenginlestirme Gen Yolak (Fold
FDR Sayisi Genleri | enrichment) Biyolojik Yolak Genler
COLI1AL,
0.007128 2 88 74.28896 ECM-reseptor etkilesimi ITGA2
COLI1AL,
0.022941 2 354 18.46731 PI3K-Akt sinyal yolu ITGA2
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Sekil-4 ITGA2 ve COL1A1 Genlerinin TCGA
veritabanindan elde edilen CHOL ve LIHC
hastalarindaki Ekspresyon Diizeylerinin Tespiti
TCGA UALCAN veritabanina gen yogunluk
verileri girilmis CHOL ve LIHC hastalarinda ilgili
genlerin saglikli dokuya gore istatistiksel olarak
anlamli diizeylerde farkli oldugu gosterilmistir.
Kirmizi bar: timor 6rnegi; mavi bar: normal doku.
(p<0.01 olarak kabul edilmistir.)

Shen H. ve ark. 2022 yilinda gergeklestirdigi
calismalarinda NCBI GEO veritabanini kullanarak
CHOL hastalarinda upregiile ve downregiile genleri
belirlemistir [12]. Bizim c¢alisgmamizda iCHOL-
eCHOL ortak olarak tespit edilen upregiile genler
arasinda sadece LAMC2 geni Shen H ve ark.
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bulgular ile benzerdir. Bir diger ¢alismada ise Xiao

CHOL hastalarinda ITGA2 gen ekspresyonu
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Y. ve ark. 2022 intrahepatic kolanjiyokarsinom
hastalarinda farkli sekilde eksprese edilen genleri
tespit etmiglerdir ve bizim c¢aligmamizda iCHOL
hastalarinda upregiile edildigini tespit ettigimiz
genler arasinda sadece SPP1, COL1A2, VCAN
genleri Xiao Y ve ark caligmalar1 ile ortak tespit
edilen genlerdir [13]. Ayrica Joseph N.M. ve ark.
calismalarinda kombine LIHC-CHOL hastalarinda
laboratuvar bazli ¢alismalar sonucunda intrahepatik
CHOL ve LIHC hastalarindaki genler tespit
edilmistir [14]. Bunun yani sira Mok S.R. ve ark.
ornegin yine bifenotipik LIHC-CHOL hepatik
neoplazm soz konusu oldugunda biyoinformatik
temelli analizlerden ¢ok GeneCards®
(http://www.genecards.org) websitesinden hastaliga
0zgli bircok biyolojik yolak ve gen tespitinde
bulunmustur [15]. Intrahepatik ve ekstrahepatik



CHOL hastalarinda ortak olarak tespit edilen genetik
alterasyonlar (mutasyonlar, amplifikasyonlar ve
flizyonlar) ve hali hazirda bu mutasyonlari
hedefleyen ila¢ ve kimyasallar Normanno N. ve ark.
ozetledigi derleme makalede agiklanmaktadir [16].
Calismamizda genetik alterasyonlardan farkli olarak
gen ekspresyon diizeylerine odaklanilmistir ve hasta
bireylerde saglikli kisilerden farkli olarak upregiile
edilen genlerin baskilanmasini hedefleyen ajanlarin
tespiti ve mevcut kullanimda olan ilaglarla uygun
olan kombinasyonu ile mortalitesi yiiksek olan ve
teshis edildiginde genellikle ileri seviyelerde olan bu
hastaligin tedavi etkinligi yiikseltilebilecektir.
Calismamizda  ayrica  kolanjiokarsinom  ve
hepatoseliiler karsinom hastalarinda ortak olarak 7
adet genin upregiile oldugu tespit edilmistir. S6z
konusu genler ile gen zenginlestirme analizleri
yapildiginda ortaya ¢ikan biyolojik yolaklar benzer
sekilde CHOL'e o6zgii genlerin iliskili oldugu
biyolojik yolaklar olan PI3K-Akt sinyal yolagi
ve ekstraseliiler matriks (ECM)-reseptor
etkilesimidir ve bu biyolojik yolaklar ile
iliskilendirilen genler ise protein kodlayan ITGA2
ve COL1AT1 genleridir.

Omegin, 2022 yilinda Kutlu A. ve ark.
kolanjiyokarsinom ve alt tiplerinin (¢CHOL ve
iCHOL) tanisinda umut vaad eden Kkanser
biyomarker genlerin DEG analizleri ile tespit
etmeye  calisildigi  ¢alismalarinda  biyolojik
yolaklarin tek tek genlere odaklanmaktan ¢ok daha
onem arz  ettigini  savunulmustur  [17].
Calismalarinda iCHOL ve eCHOL kanserlerinde
ortak olarak tetiklenen bes biyolojik yolak tespit
edilirken ortak olarak COLIAI ve COLIA2
genlerinin potansiyel biyomarker genler oldugunu
savunmuslardir. Bizim g¢alismamizda Kutlu A. ve
ark. ¢alismasindan farkli olarak her iki CHOL alt
tipinde ortak olarak tespit edilen 32 genin (fold
change 1.5 ve istii kabul edildiginde) arasinda
COL1A1 geni mevcut iken ve COLIA2 geni mevcut
degildir. Ayrica calismamizda COLIAI geninin
CHOL ve LIHC hastalarinda ortak bir sekilde
upregiile oldugu goésterilmistir. Ornegin, hem hiicre
kiiltiirti galismalarinin hem de mikrodizi ve RNAseq
analizlerinin gerceklestirildigi baska bir ¢alismada,
ise ylksek diizeyde eksprese edilen COLIAI
geninin LIHC kanserlerinin erken gelisiminde ve
metastatik stlireglerinde Onemli bir biyobelirteg
oldugu tespit edilmistir [18].

Rattanasinchai C. ve ark. 2022 yilinda
gergeklestirdikleri  calismada  iCHOL  hiicre
hatlarinda laboratuvar destekli deneyler sonucunda
ve hasta gen yogunluk wverileri kullanilarak
biyoinformatik bazli analizlerle bitisik normal
dokularla  karsilastirildiginda ~ ITGA2 gen
ekspresyon diizeylerinin yiiksek diizeyde oldugunu
gostermigtir [19]. ITGA2 geni kollajen baglayici
integrin a2'yi kodlayan bir gendir ve ytliksek ITGA2
ekspresyonunun intrahepatik kolanjiyokarsinomun
kollajen tip I kaynakli klonojenik biiyiimesini
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desteklediginin gosterildigi bu ¢alismanin bulgular
bizim sonuglarimiz ile uyumlu olmak ile birlikte
ITGA2 geninin bizim ¢alismamizda sadece iCHOL
degil eCHOL ve LICH kanserlerinde de ortak bir
sekilde yiiksek diizeyde eksprese oldugu
gosterilmistir.  ITGA2 geninin overekspresyonu
calismaya benzer olarak bizim caligmamizda da
periferik safra kanallar1 boyunca ortaya ¢ikan ve
siklikla hiicre disi matrislerin (ECM'ler) yiiksek
oldugu bir timdr mikro ortami (TME) ile birlikte
gorillen  kolanjiyokarsinomda ~ ECM-reseptor
etkilesimi ile iliskilendirilmigtir. Bunun yani sira
Rattanasinchai C. ve ark. ¢aligmalarinda COL1A1
ve COL1A2 genlerinin de iCHOL hastalarinda
ITGA2 genine benzer olarak normal dokuya gore
daha yiksek diizeyde eksprese oldugunu
gostermistir [19].

Ozet olarak, literatiirde CHOL kanserlerine 6zgii
hem laboratuvar hem de biyoinformatik temelli
calismalar ile biyobelirteg genler belirlenmeye
calisilmis olsa da galismamizda vurgulanan CHOL
(iICHOL ve eCHOL) kanserlerinde LIHC
kanserlerinden farkli ve LIHC kanser hastalar1 ile
ortak sekilde ekspresyon diizeyleri gosteren genler
hakkinda gergeklestirilen calisma sayisi kisithidir.
Calismalarimiz ~ ileri  klinik ve laboratuvar
calismalar ile desteklendikten sonra séz konusu
genlerin hedeflendigi ilag caligsmalari
gergeklestirilmelidir.

5. Sonuc¢

CHOL ve LIHC kanserlerinde PI3K-Akt sinyal
yolagt ve Ekstraseliiler matriks (ECM)-reseptor
etkilesiminin O6nemi calismamizda
vurgulanmaktadir ve bu iki biyolojik yolak her iki
kanser ¢esidinde de ortak olarak isaret edilen
yolaklar olarak tespit edilmistir. Her iki biyolojik
yolak ortak olarak her iki kanserin gelisiminde ve
asamalarinda anlamli olarak bulunsa da farkli genler
tarafindan tetiklenmeleri kanserleri genler diizeyde
indirgemenin daha dogru bir yaklagim oldugunu
gostermektedir. Klinikte CHOL kanserlerinin LIHC
kanserinden ayirt edici tanisinin  zor olmasi
sebebiyle ¢alisgmamizda LIHC kanserlerinden farklt
olarak CHOL kanser hastalarinda tespit edilen
ITGA11, LAMB3, LAMBC2 ve F2R genlerinin
onemi biiyliktiir ve ileri caligmalar ile bu genlerin
ayirt edici tanisal giicii teyit edilmelidir. Bunun yan1
sira ayn1 yolaklarda rol alan COL1A1 ve ITGA2
genleri de ortak tani konusunda gelecek vaad eden
genler arasindadir ve klinik ve laboratuvar tabanli
analizler ile test edilmelidir.
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