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ONSOZ

Bu tez ¢aligmasinda karaciger kanser kok hiicrelerinin tespitine katki saglamak
icin yeni aday belirteclerin bulunmasi hedeflenmistir. Bu amagla tek hiicre RNA
dizilimi analizi yapilmistir. Kanser kok hiicreleri, tiimor hiicrelerinin kiigiik bir kismini
olusturdugu i¢in ve tiimor dokusu heterojen oldugu i¢in bu hiicrelerin tespitinde tek
hiicreli RNA dizilimi analizinden yararlanilmasina karar verilmistir. Kanser kok
hiicrelerinin diger hiicrelerden ayirt edilebilmesi icin de literatiirde halihazirda ifade
edilen kanser kok hiicre belirteglerinden yararlanarak “Kok Hiicre Skoru™ algoritmasi
kullanilmistir. Bu hiicreler belirlendikten sonra gen ifade profiline bakilarak aday
belirtegler belirlenip, HepG2 ve Huh7 karaciger kanser hatlari ile fibrotik karaciger

hiicre hatt1 Lx2 kullanilarak valide edilmistir.
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1.GIRIS

1.1 Karaciger ve Anatomisi

Insan viicudunda bulunan en biiyiik organ olan karaciger, viicut agirligmin yiizde
2’sini olusturur. Karin boslugunun sag iist kisminda bulunur ve gégiis kafesi tarafindan
korunur. Diger organlardan farkli olarak kalpten 1 dakika i¢cinde pompalanan kanin
%?25’1 karacigerden geger (Abdel-Misih ve Bloomston, 2010)

Metabolizmada ¢ok O©nemli yeri olan karacigerin; serum proteinlerinin
iiretilmesi, safra sentezi, pihtilasma faktorlerinin iiretilmesi, glikojen depolanmasi,
bilirubin metabolizmasi, kandaki glikoz seviyesinin kontrol edilmesi, ilag vb.
kimyasallarin metabolize edilmesi, viicuda alinan kimyasallarin metabolize edilmesi

gibi cok cesitli kritik gérevleri vardir. (Grijalva ve Vakili, 2013)

Karaciger “Glisson kapsiilii” adli zarin i¢in biiylik sag lob ve kiiciik sol lob
olmak tiizere 2 ana lobdan olusur, her lob kendi icinde farkli boliimlere ayrilmistir.
Karacigere giren kanin %75’ini gastrointestinal sistemden hepatik portal ven tasir.
Kalpten oksijen agisindan zengin kani ise hepatik arter karacigere getirir. Karacigere
gelen kanlar, karaciger igindeki sag, orta ve sol hepatik damarlar ile karacigerden

ayrilir. (Society, 2015)

Karaciger loblar1 binlerce lobiilden (kiiciik loblar) olusan sekiz boliime ayrilir ve
lobiiller karaciger olusturan yapitaslaridir. Lobiillerin hepsinin fonksiyonu ayni oldugu
icin karaciger homojen bir organdir. Bu lobiillerin her biri, safranin toplandig1 hepatik
kanala dogru bir kanala sahiptir. (Surgery) Lobiiller, merkeziden ¢evreye dogru
yayilan siniizoidal kilcal damarlarla kapli hepatosit plakalardan olusur. Lobiillerin
yapist altigene benzemektedir. Karaciger lobiilleri; portal ven, safra kanali ve hepatik
arterden olusan iiclii kanal/damar yapisina sahiptir. Lobiillerin ortasindan merkezi
damar gecer. Hem portal ven hem de hepatik arter lobiile kan saglar, bu da lobiilden
santral venden ayrilmadan once siniizoidal kilcal damarlardan akar. (Si-Tayeb ve ark.,

2010)



Giin i¢inde tlikettigimiz yaglarin sindirimi i¢in gerekli olan tuzlari igeren safra
karacigerden salgilanir. Salgilanan safranin miktart 800 ml ile 1L arasinda degisir.
Kanal sistemi, salgilanan safray1 depolanmasi icin karacigerden safra kesesine tasir.
Ayni kanal sistemi, safray1 ince bagirsagin duodenumuna bosaltir. Safra ile metabolik
atiklar, toksik maddeler, ila¢ ve kimyasal atiklar da ince bagirsaktan atilir.

(Britannica, 2020)

1.2 Karaciger Rejenerasyonu:

Kismi hepatektomiden sonra hepatositlerdeki hiicre i¢i sinyal yollar1 dakikalar
icinde ¢ok hizl1 bir sekilde aktive olur. Bu yollari tetikleyen mekanizmalar net degildir.
Karaciger rejenerasyonunda kok hiicreler gorev almaz; karacigere ait biitlin hiicre
tipleri, karaciger rejenerasyonu sirasinda hiicre proliferasyonuna katilir. Yapilan
caligmalar hepatositlerin sinirsiz boliinme yetenegine sahip oldugunu gostermistir.
Tim bu oOzelliklerine ragmen hepatositlerin normal hiicre dongiisii yavastir.
Rejenerasyon sirasinda hepatosit veya kolanjiosit proliferasyonu ciddi sekilde sekteye
ugrarsa, iki hiicre tipi birbirine transdiferansiye olur. Bu diferansiyasyon sonucu
fakiiltatif kok hiicre olarak islev gdormeye baslayip, karaciger yapisini eski normal
haline getirmek icin birbirlerine farklilagirlar. (Michalopoulos ve Bhushan, 2021)
Kronik karaciger hastaliklarinda meydana gelen hepatosit kaybi, eksigi kapatmaya
calisan hepatositlerin proliferasyonunu tetikler ve onlar1 timdr olusumuna yol
acabilecek, DNA veya DNA replikasyon enzimlerine baglanarak, genotoksik hasara
maruz birakir. (Fausto ve Campbell, 2003)

Sitokeratin 7 ve sitokeratin 19 kolanjiyosit endotelyal hiicrelerin belirteciyken,
alblimin ve alfafetoproteinler hepatositlerin belirtecidir. Hepatositler karacigerin
yiizde 75’ini olusturur. Geriye kalan ylizde 25’ini ise endotelyal hiicreler, Kupffer
hiicreleri, lenfositler (B hiicreleri, T hiicreleri ve Dogal Oldiiriicii Hiicreler), hepatik

stellat hiicreler ve safra kanallarini olusturan kolanjiyositler olusturur. (Racanelli ve



Rehermann, 2006) Embriyonik gelisim doneminde, hepatoblastlar hepatosit ve safra

hiicrelerine farklilasarak karacigeri olusturur. (Fausto ve Campbell, 2003)

Ekstraselliiler matriksin (ESM) birikmesi sonucu karaciger dokusunun
bozulmasina fibroz denir. Hepatik stellat hiicreler sitoplazmalarinda yag damlaciklar
depolayan uyku (quiescent) halinde, yildiz seklinde hiicrelerdir. Karacigerde olusan
hasar sonucu inaktif durumdaki hepatik stellat hiicreler aktive olup miyofibroblast
hiicrelere doniisiirler. Bu doniisiim esnasinda i¢indeki yag damlaciklarimi ve yildiz
sekillerini kaybedip ESM’yi olusturan Tip I, III ve IV kolajen, fibronektin,

proteoglikan, proinflamatuar sitokinler vb. molekiilleri ifade etmeye baglarlar.

Miyofibroblastlar karacigerde olusabilecek herhangi bir hasar sonucu ESM’nin
yeniden olusturulmasindan sorumludur. Hepatik stellat hiicrelerin aktive olup
miyofibroblasta doniismesini alkol tiiketimi, Hepatit B ve Hepatit C enfeksiyonu,
otoimmiin hastaliklar, kolestatik karaciger hastaliklari, alkole bagli steatohepatit
(Alcoholic SteatoHepatitis-ASH) veya alkole bagli olmayan steatohepatit (Non-
Alcoholic SteatoHepatitis- NASH) ve toksinler gibi bir¢ok faktor tetikleyebilir.

Hepatik stellat hiicrelerin aktivasyonu iki ana asamadan olusur: baslangi¢ ve
perpetuasyon yani devam evresi. Baslangi¢ evresinde hepatik stellat hiicreleri
sitokinlerle ve diger stimiililerle aktive olur ve gen ifadesinde ve ESM yapisinda
degisimler baglar. Baglangic evresi, preinflammatuar evre olarak da adlandirilir.
Perpetuasyon evresinde ise bu aktivasyon ve gen ifade degisimleri artarak c¢ogalir.
Sitokin salinimi, proinflammatuar salinimi, kemoatraktan salinimi, ESM’nin yapisinin
degismesi, hiicrelerin proliferasyonu artar. Sentezlenen ESM proteinleriyle, salgilanan
kemoatraktanlar ve proinflammatuarlardan dolay1 Kuppfer hiicreleri, endotel hiicreler,
makrofajlar, trombositlerle birikmeye baglayarak inflamasyona sebep olur. (Aydin ve

Akcali, 2018; Friedman, 2000; ve Parola ve Pinzani, 2019)

Son yapilan ¢aligmalara gore karaciger fibrozu; fibrozu tetikleyen etken ortadan

kaldirildiginda geri doniisiimii olan bir hasardir. Fakat fibroz patolojisi diizelmezse



karaciger once siroz, ardindan hepatoselliiler karsinom (Hepatocellular Carcinoma-

HCC) meydana gelebilir. (Roehlen ve ark., 2020)

1.3. Karaciger Sirozu:

Siroz, saglikli karaciger dokusunun fibrotik doku ve rejeneratif nodiillerle yer
degistirmesiyle sonug¢lanan uzun inflamasyon doneminden sonra gelisen, organ
yetmezligine yol acabilen hastaliktir. Karaciger fibrozunun son evresi olarak da bilinir.
Progresif portal hipertansiyon, sistemik inflamasyon ve karaciger yetmezIligi sirozun
sonuglarindandir. Sirozu fibrozdan ayiran 6zellikler fibroza kiyasla ESM’nin ¢ok daha
fazla birikmesi ve hepatosit sayisinin ¢ok diisiikk olmasidir. Kronik karaciger
inflamasyonu tiim hastalarda siroza doniismez. Safra kanalinin tamamen tikali olmast
durumunda haftalar i¢inde; Hepatit C gibi viral enfeksiyonlarin olmasi durumunda on
yillar i¢inde siroz gelisebilir. Karaciger nakli, siroz tedavisinde en ¢ok kullanilan
yontemdir. Fakat, uygun donér bulmanin ve nakil ameliyatinin zorlugu hiicresel
diizeyde yeni tedavi yontemlerinin gelistirilmesine yol agmistir. Hiicresel tedavinin
odak noktas1 hepatosit sayisin1 artirmak ve ESM miktarin1 dengelemektir. (Gines ve

ark., 2021; Lanthier, 2018)

1.4. Karaciger Kanseri

2020 y1l1 verilerine gore diinyada en sik goriilen 6.kanser tiirii ve 6liime en ¢ok
sebep olan 3.kanser tiirii karaciger kanseridir. (International, 2020; WHO, 2021)
Karaciger kanseri primer ve sekonder olarak iki baglik altinda incelenir. Hepatoseliiler
karsinom ve kolanjiyokarsinom, safra yolu kanseri, iki ana primer karaciger kanser
tirtidiir. Sekonder kanser ise metastaz sonucu karacigerde olusan kanserdir.
Kolorektal kanser, melanoma (cilt kanseri) ve sindirim sitemi kanserleri en ¢ok
karacigere metastaz yapan kanser tiirleridir. (UPMC, 2022) HCC erkeklerde kadinlara

gore daha sik goriiliirken, en ¢ok teshis 50 ile 60 yaslar1 arasinda konmaktadir.



Siroza bagli olarak karacigerin islevini yerine getirmemeye baslamasi
hepatoseliiler karsinom olusum riski arttirir. Ozellikle Hepatit B (HBV) tasiyan
hastalarin hepatoseliiler karsinom olma riski, hastanin viicudundaki viral yiik ile dogru
orantilidir. Hepatoseliiler karsinomun olusmasi ¢ok asamali ve karmagik bir siirectir.
Stiregelen inflamasyon, fibroz dokusunun artarak birikmesi, hepatositlerin nekroza
ugramasi ve anormal hepatosit rejenerasyonu hepatoseliiler karsinomun olugsmasina

sebep olur (Forner ve ark., 2018)

Kalitsal hemokromatoz, alkole bagli olmayan steatohepati (NASH) sonucu
geligen sirozla birlikte, obezite, diyabet ve aflatoksine maruz kalmak da hepatoselliiler

karsinom olusumunu tetikleyebilir. (Hartke ve ark., 2017)

Kronik karaciger rahatsizlig1 olan hastalarda hepatik inflamasyon stirek, fibrozis
ve anormal hepatosit rejenerasyonu vardir.

Karaciger kanserinin karakteristik 6zellikleri arasinda anti-apoptotik sinyallerin
artmasi, biiyiime faktorlerinin gen ifadelerinin artmasi sonucu anjiyonezin artmasi,
hiicre dongiisiinden sorumlu retinoblastoma, p53, siklin D1, p16 genlerinde, TERT
promotoriinde, Wnt / B-katenin sinyal yolagina ait CTNNB1 ve AXIN1 genlerinde,
kromatinlerin yeniden organizasyonunda gorev alan ARID2 ve ARID1A genlerinde
mutasyon goriilmesi vardir. (Farazi ve DePinho, 2006; Villanueva, 2019; Villanueva
ve ark., 2007) HCC olusumunda epigenetik faktorlerin ve karaciger kanser kok
hiicrelerinin rol aldig1 diisiiniilmektedir. HCC i¢in kullanilan belirtegler CD133, OV6,
CD45, CD90 ve EpCAM’dir. (Chiba ve ark., 2006; Yamashita ve ark., 2009; Yin ve
ark., 2007)

Serum AFP (alpha fetoprotein), AFP-L3 ve DCP (Des-gamma-
carboxyprothrombin)  seviyeleri  hepatoseliiler  karsinom  belirteci  olarak
kullanilmaktadir. Serum APF-L3 ve DCP degerleri; hepatoseliiler karsinomu malign

olmayan diger karaciger hastaliklarindan ayirmada, hastaligin seyrini 6ngdrme

AFP’den daha giicliidiir. (Forner ve ark., 2018; Villanueva, 2019)



1.5. Kanser Kok Hiicre Teorisi ve Literatiirde olan Belirtecler

Tiimor dokusunun farkl tiirde hiicrelerden olusmasi (heterojen tiimor dokusu),
kanserin kemoterapiye ve radyoterapiye direng gostermesi ve tiimorlerden alinan
hiicrelerin ksenotransplantasyon sonucu yeniden tiimor olusturmasi kanser kok
hiicrelerinin arastirilmasina yol agmustir. Kanser kok hiicrelerinin kaynagi hakkinda
literatiirde farkli goriisler vardir:

-Viicutta uyku halinde (dormant/dormancy) kanser kok hiicrelerinin halihazirda
var olmasi, (Talukdar ve ark., 2019)

-Progenitdr hiicrelerin mutasyona ugramasi sonucu kok hiicre durumuna geri
farklilagmasi sonucu kanser kok hiicresi haline gelmesi,

-Viicutta hali hazirda bulunan saglikli kok hiicrelerin kansere sebep olan birden
fazla mutasyonun genomunda birikmesi sonucu kanser kok hiicresine doniismesi.

(Walcher ve ark., 2020)

Yapilan caligmalar kanser kok hiicrelerinin radyoterapiye ve apoptoza direncli
olduklarini gostermistir. Ayrica kanser kok hiicrelerinde DNA hasar kontroliinden
sorumlu proteinlerin siirekli aktif olmasindan dolay1 genomlarinda meydana gelen
DNA cift sarmal hasarlarin1 daha cabuk tamir ettigi gosterilmistir. (Pajonk ve ark.,
2010) Kanser hastalarina kemoterapi ve radyoterapi uygulanmasina karsin hastaligin
niiksetmesinin veya metastaz olugsmasinin sebebi kanser kok hiicrelerinde bulunan bu
diren¢ mekanizmalar1 olabilir. Kanser kok hiicrelerinin tanimlanmasini saglayacak
belirtecler bulunmast; kanserin teshis edilip, tedavi edilmesi i¢in ¢ok biiyiikk dnem
tagimaktadir. Tiimdr dokusu i¢inde hiicre ¢esitligi ¢ok fazla oldugu icin her hiicre ayri
ayr1 degerlendirilmelidir. Bu tiir bir inceleme ¢ok gii¢lii bir biyoinformatik ara¢ olan

Tek Hiicre RNA Dizilimi analizi ile yapilabilir.

Belirli bir hiicrede, belirli bir zamanda spesifik olarak ifade edilen, hiicrelerin
bliylime ve farklilasma durumunu yansitan; hiicreleri tanimlamak, izlemek igin

kullanilabilen igaretlere hiicre belirteci denir. (Mallard ve Tiralongo, 2017)



Karaciger kanser kok hiicre belirteci olarak CD44, CD133, Lgr5, KRT19
literatiirde tanimlanmistir. (Lee ve ark., 2022) Literatiirde belirtilen bu belirtegler
sadece karaciger kanser kok hiicrelerine 6zgii degildir. Ornegin CD44 akciger, sinir
sitemi, karaciger ve deri hiicrelerinde de ifade edilirken (Senbanjo ve Chellaiah, 2017),
Lgr5 ince bagirsak kok hiicre belirtecidir (Barker ve Clevers, 2010). Bu sebeple
karaciger kanser kok hiicrelerini tanmimak icin onlara 6zgii daha etkin belirteclerin

bulunmasina ihtiyag¢ vardir.

1.6. Kok Hiicre:

Kendilerini yenileyebilen ve bagka hiicrelere doniisebilen hiicrelere kok hiicre
denir. Kok hiicreler farklilagsabilme potansiyellerine gore dorde ayrilir: totipotent kok
hiicreleri, pluripotent kok hiicreler, multipotent kok hiicreler ve unipotent kok hiicreler.

Totipotent kok hiicreler bir organizmadaki tiim hiicreleri olusturabilecek
potansiyele sahip hiicrelerdir; yumurta ve spermin birlesmesi sonucu olusan zigot buna
ornektir. Zigot hem organizmay1 hem de organizmay1 koruyup, gelistiren plasenta,
yolk kesesi gibi embriyodisi dokulart (extra-embryonic structure) da olusturur.
Blastosistin i¢ kisminda bulunan embriyonik kok hiicreler pluripotent kok hiicrelerdir.
Embriyonik kok hiicreler iic germ tabakasina da farklilasabilir. Embriyonik kok
hiicreler, arastirmalarda kullanilan ilk kok hiicre tiirii olmakla beraber, klinik
aragtirmalarda hala yaygin olarak kullanilmaktadirlar. (Liu ve ark., 2020) Multipotent
kok hiicreler ait olduklari organ veya dokudaki hiicrelere farklilagabilme potansiyeline
sahip hiicrelerdir, farklilasma potansiyelleri pluripotent kok hiicrelerden daha azdir.
Hematopoietik ve mezenkimal kok hiicreler multipotent kok hiicreye oOrnektir.
Unipotent kok hiicreler ise farkli hiicrelere doniisme potansiyeli en diisiik hiicrelerdir;
sadece tek tip hiicreye farklilasabilirler. (Zakrzewski ve ark., 2019) Testiste bulunan
spermatogonyum hiicreleri, sadece sperme farklilasarak unipotent kok hiicrelere

ornektir. (S.C. Lin, 2014)

2006 yilinda 24 tane transkripsiyon faktorii denenerek somatik hiicreleri kok

hiicre haline getirilmeye calisilmigtir. Calisma sonucu dort tane transkripsiyon



faktoriiniin, c-Myc, K1f4, Oct3/4 ve Sox2, kok hiicre benzeri haline donmek i¢in yeterli
oldugu bulunmustur. Bu dort transkripsiyon faktoriine “Yamanaka Faktorleri”
denmistir. Proto-onkogen olan c-Myc; hiicre proliferasyonu, hiicre biiylimesi,
farklilagma/diferansiyasyon ve apoptoz gibi ¢esitli hiicresel siiregte gorev alir.
(Pelengaris ve ark., 2002) Oct4 (Octamer-binding transcription factor 4) erken
gelisim doneminde gereklidir ve hiicrelerdeki kok hiicre 6zelliginin siirdiiriilmesi i¢in
gerekli en onemli elemanlardandir. (Okumura-Nakanishi ve ark., 2005) 1996’da
kesfedilen Klf4 (Kriippel-like factor 4); ¢inko parmak motifi iceren, hiicre
farklilagmasi, ¢cogalmasi ve biiyiimesi gibi énemli hiicresel faaliyetleri diizenleyen
transkripsiyon faktoriidiir. (Ghaleb ve Yang, 2017) Embriyonik gelisim ve kok hiicre
halinin korunmasi i¢in 6nemli olan Sox2 (SRY-box transcription factor 2), hiicre
kaderinin belirlenmesinde de rol alir. (Holmes ve ark., 2020; Nambirajan ve ark.,
2021) Fare fibroblastlarinin retroviriis sistemi kullanilarak yukarida bahsi gecen
transkripsiyon  faktorleriyle enfekte edilmesi sonucu hiicreler yeniden
programlanmustir. Embriyonik kok hiicrelere benzeri bu hiicrelere “Indiiklenmis
Pluripotent Kok Hiicre-iPSC” denilmektedir. Bu c¢alismalarindan &tiirii Shinya
Yamanaka ve John Gurdon 2012 yili Nobel Tip Odiilii’nii kazanmistir. (Liu ve ark.,
2020; Takahashi ve Yamanaka, 2006)

1.7. Tek Hiicreli RNA Dizilimi Prensip ve Analizi

Tek Hiicre RNA diziliminin (scRNA-seq) her bir hiicrenin epigenomunu,
transkriptomunu ve genomunu karakterize etmeyi miimkiin kilarak, her bir hiicrenin
genetigi hakkinda derinlemesine bilgi edinmeyi saglar. RNA dizilim analizi (tek hiicre
veya total RNA), RNA'nin cDNA'ya ¢evrilmesinin ardindan DNA dizilimi ve genlerin
ifade seviyeleri hakkinda bilgi veren etkili bir yontemdir. Gen ifadesi yiiksek olan
genler, daha az ifade edilen genlere oranla daha fazla miktarda DNA sekansi okuma
sinyali, cDNA ve RNA iretir. Bu sayede RNA dizilimi analizi; analiz yapilan
ornekteki her bir genin ifade seviyesine karsilik gelen sayisal bir ifade sunar. Tek hiicre
dizilim analizi, bir hiicrenin ifade ettigi biitiin genler hakkinda bilgi verebilir. Bu

yontem kanser arastirmalari, kok hiicre arastirmalari, gelisimsel biyoloji vb. alanlarda



siklikla kullanilmaktadir. Kanser alanindaki kullanimi sayesinde tiimor mikro ¢evresi
(Tumor Micro Environment-TME), kemoterapi direnci ve mekanizmasi, timor
hiicrelerini hedefleyen bagisiklik sistemi hiicreleri ve tlimoér ici ¢esitlilik hakkinda

bilgiler edinilebilir. (Sun ve ark., 2021)

scRNA-seq’in is akisini Ornek hazirlama, ters transkripsiyon ve cDNA
kiitiiphanesinin olusturulmasi, sekanslama ve biyoinformatik analiz agamalarindan

olusur.

1.7.1. Ornek hazirlama

Analizi yapilacak Ornege ait hiicrelerin tek tek ayrilmis bir sekilde
siispansiyonda olmalidir. Hiicreleri tek tek ayirmak i¢in enzimatik yontem veya
mikropipetleme kullanmak miimkiindiir fakat bu yontemler mekanik ve kimyasal
strese sebep olabilecegi icin Orneklerin verimi diisiirebilir. Bu sebeple FACS,
Floresanla Aktive Hiicre Ayirma (Flourescence Activated Cell Sorting), yontemi

kullanilarak tek hiicrelerin elde edilmesi daha uygundur.

1.7.2. Tek Hiicre Yakalama ve cDNA Kiitiiphanesinin Olusturulmasi

Hiicreleri tek tek yakalama metodu, kullanilacak olan scRNA-seq platformuna
bagl olarak degisebilir. Kullanilan teknikler: damlacik tabanli mikroakiskan sistem,
lazer mikrodiseksiyon, FACS ile ayirma sistemi ve manuel olarak elle ayirma
yontemidir. (Hwang ve ark., 2018)

Yapilan bir ankete gore metotlarin kullanim siklig1 sirasiyla FACS ile ayirma
sistemi, lazer mikrodiseksiyon, manuel hiicre toplama ve damlacik tabanli

mikroakigkan sistem seklindedir. (Gross ve ark., 2015)

FACS ile tek hiicreli yakalama yontemi, 96 veya 384 kuyucuklu plaka

kullanimina gore degisir. Ters transkripsiyon ve cDNA kiitiiphane hazirlig1 i¢in Smart-



seq2 tabanli kitler kullanilabilir. Ozetle; hipotonik hiicre liziz tamponu ve ters
transkripsiyon primerleri igeren 384 kuyucuklu plakalara, FACS ile ayristirilan tek
hiicreler tek tek ekilir. Ters transkripsiyon primeri, poli(dT), UMI, hiicre barkodu ve
bir T7 RNA polimeraz promotdriinden olusur. Ardindan cDNA sentezi ve kiitliphanesi

olusturulur. (Kim ve ark., 2020)

Cizelge 1.1. Tek hiicre yakalama yontemleri. Tek hiicre yakalama yontemlerinin, verim avantaj ve
dezavantaj parametrelerine ait bilgiler ¢izelgede gdsterilmistir.

Teknik Verim Avantaj Dezavantaj

FACS (Floresanla Aktive | Yiiksek Coklu parametre | Hiicrelerin onceden

Hiicre Ayirma) kontroli ile yiiksek | ayrilmig halde olmasi
ayirma verimi gerekir, ¢ok fazla

malzeme harcanir

LCM (Lazer yakalama | Diisiik Canl1 hiicreler Cevredeki  hiicrelerle

mikrodisseksiyonu) kontaminasyon  riski,
doku orneklerinin
fiksasyon veya
kriyoprezervasyon ile
hazirlanmast

Manuel hiicre toplama Diisiik Bozulmamis canli doku | Diisiik verim, ustalik
gerekir

Damlacik Bazli | Yiiksek Az oOrnek  harcama, | Ustalik gerekir,

Mikroakigkan yontem ile amplifikasyon segenegi | hiicrelerin onceden

izolasyon ayrilmis halde olmasi
gerekir

Lazer yakalama mikrodiseksiyonu (LCM), doku Orneklerinden tek hiicre
yakalamak i¢in en ideal bir yontemdir. LCM, gorsel olarak hedeflenen hiicrelerin ve
doku parcalarinin, diisiik enerjili bir kizilotesi lazer darbesi ile aktive edilen
termoplastik membrana yapigsmasina dayanir. LCM, dogal bir durumda bozulmamis

dokulardan hiicrelerin yakalanmasini saglar ve yakalanan hiicrelerin RNA biitlinliigii
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korunur. LCM’nin karmagik ¢aligma prensibi ve doku orneklerinin fiksasyon veya
kriyoprezervasyon ile hazirlanmasi dezavantajlarindandir. Ayrica, hiicre ayrilmasi ve
doku kesilmesi sirasinda diger hiicrelerden RNA kontaminasyonu meydana gelebilir.

(Huang ve ark., 2018)

Manuel hiicre toplama; motorlu mekanik diizey lizerinde edebilen mikropipet ve
mikroskoptan olusan mikromanipiilatorlerle yapilir. Mikropipetler, bir aspirator ve
dagitim {nitesine bagli ultra ince cam kilcal pipetten yapilmistir. Hiicreler kiiltiir
tabagi ya da kuyucuklu plaka icinde siispansiyon halinde olmalidir. Operator
mikroskoptan bakarak bir hiicre seger, mikropipeti onun yakinina hareket ettirir ve
mikropipete ¢ekerek tek bir hiicreyi aspire eder. Aspire edilen hiicre ve i¢inde oldugu
stvi, toplama kabina (6rn., bir plakanin kuyusu) aktarilir. Bu islem genellikle manuel

olarak gerceklestirilir. (Gross ve ark., 2015)

DropSeq ve 10X Genomics platformlar1 dahil olmak {izere damlacik tabanl tek
hiicreli yaklagimlar, tek hiicreleri yag kapsiillii damlaciklardaki tek boncuklara
baglamak i¢in mikroakiskan cipler kullanir. Her boncugun iizerinde hiicrelerin
tanimlamasini saglayan bir barkod dizisi, mRNA okumalarini 6l¢mek i¢in benzersiz
birer molekiiler tanimlayict (UMI) ve poliadenile sekansa karsilik gelen poli-dT
primerinden olusan DNA oligolar1 vardir. Her bir boncuk tek bir hiicreye baglanir ve
yag fazli kanallarda yag damlasinin igine girer. Damlacik bazli mikroakiskanlar en ¢ok
kullanilan yontemdir. Yag damlalarinin i¢indeki boncuga bagh tek hiicreler sistemden
toplanir. Daha sonra, Illumina adaptorleri, 10X barkodlarr, UMI'ler ve oligo(dT)
dizileri igeren primerler ile her boncuk ve hiicre iceren yag damlasi iginde ters
transkripsiyonlar baslatilir. Daha sonra, yag damlasi dagitilir ve barkodlu cDNA'lar

amplifikasyon ve kiitiiphane olusturma i¢in havuzlanir. (Kim ve ark., 2020)

1.7.3. Sekanslama

Glinlimiizde sekanslama i¢in en ¢ok Illumina’nin {riinleri kullanilmaktadir,

[llumina Hiseq4000, MiSeq ve NextSeq500 sistemleri revagtadir. Hangi transkriptin
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hangi hiicreden geldigini belirlemek i¢in barkod adli etiketler ve her transkripte has
UMI  (Unique molecular identifiers- Ozgiin Molekiiler Etiketler) kullanilir.
Sekanslama cihazindan ¢ikan ilk ham veri 6nce “preprocessing” ad1 verilen 6n isleme
adimlarindan gecer. Cihazdan alinin BCL uzantili dosya FASTQ dosyasina cevirilir,
ve asil analizde kullanilacak gen matrisi olusturulur. Alinan okumalar referans genoma

hizalanir.

1.7.4. Biyoinformatik Analiz

a. Onisleme, boyutluluk azaltma ve kiimeleme

Parcalanmus hiicreler, 6lmekte olan hiicreler veya tek tek ayrilmamuas ¢ift, yapisik
hiicreler gibi istenmeyen hiicrelere ait okumalar analiz yapilacak olan matristen
cikartlmalidir. Pargalanmis hiicreler veya hiicre pargalar1 diisiik UMI sayis1 veya gen
cesitliligi ile karakterize edilir. Ayrilmamis hiicreler yliksek UMI sayilarina sahiptir.
Bu nedenle, ¢ok yiiksek ve ¢ok diisiik UMI degerlerine sahip hiicreler filtrelenmelidir.
Stresli veya 6lmekte olan hiicreler, bol miktarda mitokondriyal kaynakli gen ifade
ederler. Onlar1 ortadan kaldirmak icin %10-20'den fazla mitokondriyal transkript

iceren hiicreler de matristen ¢ikarilir. (Hwang ve ark., 2018)

b. Normalizasyon

Normalizasyon, teknik giiriiltiiyii veya hiicreler arasindaki yanlilig1 6nlemek i¢in
cok onemli bir adimdir. Normallestirme, toplam UMI sayisinda hiicreye 6zgii
farkliliklar i¢in verileri ayarlar ve hiicreler arasindaki gercek gen ekspresyonu
farkliliklarini ortaya cikarir, degisken genler arasindaki gen ekspresyon biiyiikliigiiniin
etkisini ortadan kaldirmak icin verileri ayarlar. Ornegin, Satija Lab tarafinda
gelistirilen Seurat (Hao ve ark., 2021) (paketi, her hiicre i¢in gen ifadesi 6l¢iimlerini
toplam ifadeyle normallestiren ve Olgek faktorii 10000 ile g¢arpan bir kiiresel

olgeklendirme normallestirme yontemi kullanir.

c. Kiimeleme (Clustering)
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Normalizasyondan sonraki adim, tarafsiz kiimeleme i¢in kullanilacak olan
degisken genleri segcmektir. Temsili bir dogrusal boyutluluk azaltma algoritmasi olan
TBA, Temel Bilesen Analizi (Principal Component Analysis-PCA) kullanilir. TBA,
gen kiimelerini tahmin etmek ve verilerdeki varyansi agiklamak icin siklikla kullanilir.
Optimum sayida temel bilesen secildikten sonra, scRNA-seq'in gorsellestirilmesi
genellikle t-dagitilmis stokastik komsu yerlestirme (t-SNE) veya tek tip manifold
yaklasim1 ve projeksiyonu (UMAP) gibi dogrusal olmayan boyutsal indirgeme
yontemleriyle elde edilir. Bu indirgeme yontemleri kullanilirken biyolojik bilgi

kaybolabilir, buna dikkat edilmelidir.

Kiime sayisinin belirlenirken optimum ¢oziiniirlik ve biyolojik olarak
aciklanabilir kiimelenmeye dayali olarak secilmelidir. Ikincil diizeyde daha fazla alt
kiimeleme, biyolojik olarak anlamli alt kiimeleri kesfetmek icin kullanilabilir.
Kiimeler tamimlanirken, kiimelerin ayirt edici gen ifadelerine (Differentially
Expressing Genes-DEGs) veya bilinen belirtegler kullanilarak kullanilabilir. Iki grup
arasindaki ayirt edici genler, Wilcoxon Rank Sum testi (Seurat (Hao ve ark., 2021)
paketinin kullandig1 yontem) veya DESeq2? algoritmasi gibi cesitli istatistiksel
yontemler kullanilarak hesaplanabilir. (Hao ve ark., 2021) Kiimeler belirlendikten
sonra elde edilmek istenilen bilgiye gore farkli analizler yapilabilir: hiicre
hiyerarsisinin izlenmesi, yeni hiicre alt kiimelerinin bulunmasi, gen diizenleyici
aglarin olusturulmasi, kiimeler aras1 gen ifadelerinin karsilagtirilmasi, yeni
belirteclerin bulunmasi. (Haque ve ark., 2017; Kim ve ark., 2020)

Arastirmacilar, tek hiicre analizini kullanarak, timor evrimi, dolagimdaki timor
hiicreleri (CTC'ler), ndron heterojenitesi, erken embriyo gelisimi dahil olmak iizere
birgok biyolojik siireci ve hastaligi tek hiicre diizeyinde profillendirilebilir. (Hwang ve

ark., 2018)

Hipotezimize gore: Tek Hiicre RNA Dizilimi analizi kaynak alimip,
biyoinformatik araglarin gelistirilerek kullanilmasiyla karaciger kanser kok hiicre
belirtegleri bulunabilir. Halka a¢ik ham karaciger kanseri tek hiicre RNA dizilimi veri
setlerini biyoinformatik araclarla analiz ederek aday karaciger kanser kok hiicre

belirteglerinin bulunmasi hedeflenmektedir. Bu amaca ulasmak i¢in NCBI GEO’da
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(Sayers ve ark., 2022) bulunan GSE125449, GSE151530, GSE166635 ve GSE112271
veri setleri kullanilacaktir. Bu veri setleriyle Tek Hiicre RNA Dizilimi analizi
yapilacaktir, ardindan bulunan aday belirteglerin RNA diizeyinde gen ifadelerine
bakilacaktir. Fibrotik karaciger hiicre hatti ile karaciger kanser hiicre hatlarinda
karsilastirilarak valide edilmesi amaclanmistir. Validasyon deneyleri i¢in kanser kdk
Hiicre 6zelligine en ¢ok sahip, insan hepatoseliiler kanser hatt1 olan Huh7 ve HepG2

hiicre hatlari ile fibrotik karaciger hiicre hatt1 olan Lx2 kullanilacaktir. (Ji ve Wang,

2012; Wang ve ark., 2018)
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Veri Setleri:

Analiz edilecek veri setleri NCBI (Sayers ve Ark., 2022) in GEO veri
tabanindan alinmistir. Veri setleri segilirken birgok kritere dikkat edilmistir: hiicre
sayisinin fazla olmasi, sekanslama platformunun Illumina olmasi, GEO’ya yiiklenen
verinin ham veri olmasi, 6rnek sayisinin ¢ok ve ¢esitli olmasi, 10X Genomics’in tek
hiicre kitinin kullanilmasi, nasil bir ¢aligmada kullanildig1 ve yakin zamanda yapilmis
olmasi. Bu kriterlerden goz oniinde bulunduruldugunda dort tane veri seti analiz
edilmistir: GSE112271, GSE166635, GSE151530 ve GSE125449. GSE112271 veri
setine ait sonuglar Ek-2 ve Ek-3’tedir.

Analiz edilmesi planlanan GSE180665 kodlu veri setinin analiz
tamamlanamamistir. Ug farkli hastaya ait 6rnekleri igeren veri setinde ii¢ adet timor
dokusuna ait veri, iki adet saglikli karaciger dokusuna ait veri bulunmaktadir. Analiz
programi olan R Studio (RStudio Team, (2020)) “Error: vector memory exhausted
(limit reached?)” yani bilgisayarin/programiin hafiza limitine ulastifini belirten
uyarty1 vermistir. Bunu ¢6zmek i¢in dncelikle bilgisayarin hafizasinda ve programin
hafizasinda yer agilmistir, ardindan veri seti hastaya ve doku tiiriine gore parcalanarak,
once o kii¢lik parcalarla analize baglanip, normalizasyon vb. asamalarin yapilmasindan
sonra birlestirilmesi planlanmistir. Buna ragmen ayni1 hata yeniden alinmigtir. Analiz
tamamlanamadig1 i¢cin GSE180665 yerine GSE107747 kodu veri setinin analiz
edilmesine karar verilmistir. GSE107747 veri seti HCV ile enfekte, iki tane HCC
hastas1 erkege aittir. Bu veri seti kandan izole edilen toplam 10.000 hiicreden
olusmaktadir. Bu veri setinde 10X Genomics’e ait Chromium sistemi ile tek hiicreler
elde edilmis ve Illumina’nin HiSeq 2500 sistemi kullanilarak sekanslama yapilmistir.
Bu veri setinin analizi yapilmistir fakat bu veri setini hazirlayan arastirmacilar kanda
dolasan kanser hiicrelerini bulmay1 hedefledikleri i¢in HCC’ye ait hiicreler bu veri
setinde tespit edilememis olabilir. Diger yedek veri seti olan GSE112271, iki hastadan
alinan yedi tane 6rnege aittir. Bu veri setinin analizi tamamlanmistir boylece dort tane

veri setinin analizi yapilabilmistir.
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Cizelge 2.1. Analizi yapilacak veri setleri. Analizi yapilacak olan veri setlerine

ait bilgiler asagidaki ¢izelgede gosterilmistir.

Veri Seti Platform Hiicre Ornek Veri Bigimi | Tek Hiicre
Sayist sayist Teknolojisi
GSE112271 [llumina HiSeq 2500 | 38553 2 Ham 10X-Chromium
GSE166635 Ilumina  NovaSeq | 25189 2 Ham 10X-Chromium
6000
GSE151530 Illumina  NovaSeq | 56721 46 Ham 10X-Chromium
6000
NextSeq500
GSE125449 [llumina NextSeq500 | 9946 19 Ham 10X-Chromium

2.2 Tek hiicre RNA Dizilimi Analizi:

Bu c¢alismada R (R Studio Team, (2020)) yazilim diline ait Seurat (Hao ve ark.,
2021), dplyr (Wickham ve ark., 2022) ve patchwork (Pedersen, 2022) veri isleme
paketleri analiz yaparken kullanilmistir. Seurat paketi (Hao ve ark., 2021), literatiirde
tek hiicreli RNA dizlimi analizi i¢in en ¢ok kullanilan yontemlerden biridir. Seurat
(Hao ve ark., 2021); tek hiicreli RNA-seq verilerinin incelenmesi, kalite kontroliiniin
yapilmasi ve analiz edilmesi i¢in tasarlanmig bir R veri isleme paketidir. Seurat (Hao
ve ark., 2021) paketi, kullanicilarinin yapilan transkriptomik analizler sonucunda
hiicresel cesitlilik kaynaklarin1  tanimlamasini  ve yorumlamasini yapmasini

saglamakla beraber cesitli tek hiicre veri tiirlerini de analize entegre etmesini saglar.

(Hao ve ark., 2021)

Dplyr paketi (Wickham ve ark., 2022) ise veri diizenlemeyi saglayan bir veri

isleme paketidir. Bu paket mevcut degiskenlere ek yeni degiskenler eklemeye,
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degiskenleri isimlerine gore cagirmaya, verileri filtrelemeye ve verilerin satir ve

stitunlarin1 diizenlemeye yarar.

Patchwork, (Pedersen, 2022) grafik kompozisyonunu son derece basit ve giicli
hale getirmek icin tasarlanmis bir veri isleme paketidir. Bu paket kullanilarak grafik
diizenlenir, grafiklere agiklamalar yazilip ve baslik yazilabilir, ¢oklu grafikler

gosterimleri hazirlanip, grafigin sekli lizerinde degisiklikler yapilabilir.

2.2.1 Seurat Paketi ile R’da Tek Hiicre RNA Analizi:

a. Seurat Objesi Olusturma: Seurat (Hao ve ark., 2021) objesi, analiz edecegimiz
veri setinin matrisini ve metadata denilen veri hakkindaki ek bilgilerin depolandigi
objedir. Analizin ilerleyen basamaklarinda iiretilen her yeni veri, yapilan her bir
islem bu Seurat (Hao ve ark., 2021) objesinde saklanacaktir.

“CreateSeuratObject()” fonksiyonu kullanilarak yapilmistir.

b. Standart On Isleme: Verinin icindeki 6lmekte olan hiicrelerin, yapisik halde
kalmis hiicrelerin c¢ikarilmast i¢in yapilmistir. Kalite kontrol bu asamada
yapilmistir. Toplam RNA sinyali 200 ile 2500 arasinda tutulmustur. Ciinkdi, sinyali
200’den kiiciik analiz i¢in yeterli gen sayisina sahip degildir ve 2500’den fazla
sinyal yapisik hiicreleri isaret eder. Ayrica Olmekte olan hiicrelerin
mitronkondriyal gen ylizdesi yiiksektir. O hiicrelerden kurtulmak i¢in
mitokondriyal gen ylizdesi 5’ten biiyiikk olanlar1 veri setinden ¢ikarilir. Bunu

yapmak i¢in “subset()” fonksiyonu kullanilmistir.

c. Normalizasyon: “LogNormalize()” fonksiyonu ile veriler global normalizasyon
yontemi olan logaritmik doniistiirme kullanilmistir, bu sayede tiim veriler ayni

skalada degerlendirilebilecektir.

d. Cok Degisken Genlerin Tanimlanmasi (Gen Secimi): Verinin i¢indeki hiicreden
hiicreye yliksek varyasyon gosteren (Bazi hiicrelerde ¢ok fazla, bazi hiicrelerde
cok az ifade edilen genler) genlerin bir alt kiimesi olusturulur. Bu genlere

odaklanmak veri kiimelerindeki biyolojik sinyali vurgulamaya yardime1 olur. Bu
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genler, ilerleyen analizlerde ise yarayacaktir. “FindVariableFeatures()”

fonksiyonu kullanilarak bu genler bulunmustur.

. Veri Olgekleme ve Dogrusal Boyut Kiiciiltme (TBA): “ScaleData()”’fonskiyonu
ile Temel Bilesenler Analizi’nden (TBA) Once standart bir 6n igsleme adim1 olan
dogrusal bir doniisiim ("Olgceklendirme") yapilmistir. Ardindan “RunPCA()”
fonksiyonu ile lineer boyut kiigiiltme yapilir. “VizDimReduction()”, “DimPlot()”
ve “DimHeatmap()”’olmak iizere TBA'y1 tanimlayan hiicreleri ve genleri

gorsellestirmenin birkag farkli yolu kullanilmigtir.

Veri Setinin "Boyutlulugunu" Belirleme: Teknik giiriiltiiniin azaltilmasi ve
hiicreler arasinda varyansa katkisi olmayan bilesenlerin analizden ¢ikarilmasi
gerekir. Bunu yapmanin iki farkli yolu vardir ama bu calismada “ElbowPlot()”
fonksiyonu kullanilmistir. Bu fonksiyonla her bir bilesenin varyansa katkisini
grafigi cizilir ve trend ¢izgisinin yon degistirdigi, dirsek goriintiisiini aldig1

yerdeki bilesenden sonra gelen bilesenlerin varyansa katkisini ¢ok azdir.

. Hiicrelerin Kiimelenmesi: Hiicreleri bir grafik yapisina entegre etmek igin
kullanilir. Benzer gen ifade profiline sahip hiicreler arasinda bir dogru (edge)
cizilir. Boylece her hiicre i¢in “En Yakin k Komsusu (KNN)” grafigi olusturulur
ve bu grafigi birbirine bagli "topluluklara" ayirir. Burada “k”, her hiicrenin baglanti
kurdugu hiicre sayisini temsil eder. Bir 6nceki asamada segilen TBA miktarindan
ilerlenerek yapilmistir. “FindClusters()” ve “FindNeighbors()” fonksiyonlari
kullanilarak yapilmstir.

. Dogrusal Olmayan Boyut Kiiciiltme (UMAP- Uniform Manifold
Approximation and Projection): Seurat (Hao ve ark., 2021) bir 6nceki asamada
olusturulan veri kiimelerini gorsellestirmek ve kesfetmek icin birka¢ dogrusal
olmayan boyut indirgeme teknigi sunar. Bu analizde “UMAP” teknigi
kullanilmistir. Bu algoritmalarin amaci, benzer hiicreleri diisiik boyutlu uzayda bir
araya getirmek i¢in verilerin altinda yatan cesitliligi (manifold) 6grenmektir.
“RunUMAP()” fonksiyonu kullanilarak yapilmistir. Ardindan “DimPlot()”
fonksiyonu ile bu kiimelendirme gorsellestirilmistir. Ayrica, drneklerin alindigi
dondrlerle alakali ek bilgiler (donériin yast, 1rki vb. bilgiler) veri setinde varsa; bu

bilgiler kiimelerin {izerine projekte edilmistir. Bu ek bilgilerin projeksiyonu
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hiicrelerin gen ifade profillerine etki eden farkli parametreleri gérmeye yardimci
olur. Buradan yola ¢ikarak hastanin yasimin gen ifade profiline etkisi hakkinda

¢ikarimlarda bulunulabilir.

i. Diferansiyel olarak ifade edilen genleri bulma (Kiime Belirtecleri): Kiimelerin
hangi hiicre tiiriine/grubuna ait oldugunu saptamak i¢in o kiimenin ifade ettigi
belirtecler bulunur. Tiim kiimelerin belirteglerini bulmak i¢in “FindAllMarkers()”
fonksiyonu kullanilmistir. Belli bir kiimenin belirte¢lerini bulmak igin ise
“FindMarkers()” fonksiyonu kullanilmistir. Belirteglerin belirlenmesinin ardindan
hangi genin veya genlerin, hangi kiimede, hangi seviyede ifade edildigini
gorsellestirmek i¢in “VInPlot()” fonksiyonu kullanilmistir. Ayrica, her kiimeye has
ilk 20 belirteci 1s1 grafigi ile goriintiilemek icin de “DoHeatmap()” fonksiyonu

kullanilmistir.

j. Kiimelere Kimlik Atanmasi: Hiicre kiimelerine ait belirtegler bulunduktan sonra
hangi kiimenin ne hiicresi oldugu tespit edilmistir. Tespit edildikten sonra kiimeleri

adlandirmak i¢in “Renameldents()” fonksiyonu kullanilmistir.

2.2.2. Kok Hiicre Skoru Algoritmasi

Literatiirde halihazirda var olan karaciger kanser kok hiicre belirteglerinde
faydalanilarak KKKH’lerin oldugu kiime bulunmustur. Bu belirtegler: PROMI,
ANPEP, CD24, TFF2, KRT19, ALDHI1A1, CACNA2DI1, CD47, THY1, EPCAM,
CD44, ICAMI1, LGRS5’tir. (Bu belirteglerden yola c¢ikarak KKKH diye

adlandirdigimiz hiicrelerin Kok Hiicre Skoru bulunmustur:

T ( Belirteg Genlerin ifade Seviyeleri)

Kok Hi Sk KHS) = -
Ok Hucre Skoru ( ) 3 (Tum Genlerin Ifade Seviyelerti)

Sekil 2.1. Kok Hiicre Skoru denklemi.

Bu sayede ait kok hiicre skoru bulunmustur. Bu skor bulunduktan sonra KKKH
olma ihtimali en yiiksek hiicreler bulunmustur ve bu hiicreler diger hiicrelerden ayrilip,

yeni bir obje altinda saklanmistir.

19



2.2.3. Aday Belirte¢ Gen Analizi:

KKKH'’lerinin apopotoza, kemoterapiye ve radyoterapiye direng gosterdigi
bilinmektedir. Ayrica DNA hasar kontrol genlerinin ifade seviyelrin de yiiksek oldugu
bilinmektedir. Buradan yola ¢ikan ayristirdigimiz KKKH’lerin diferansiyel gen ifade
profili incelenmistir: “Yukarida bahsedilen mekanizmalara ait hangi genlerin ifade
seviyeleri 6ne cikmaktadir?”, “Bu grubu hangi genler temsil etmektedir?”. Bu
incelemeler icin Reactome (Gillespie ve ark., 2022) veri tabani kullanilmistir. Gen
listelerinin Reactome’a (Gillespie ve ark., 2022) vyiiklenmesi sonucu gen
zenginlestirmesi yapilmistir; hangi hiicresel yolaklarda anlamli degisim vardir, hangi
genler hangi hiicresel siirecleri etkilemistir bunlar incelenmistir. Bu incelemeler

sonucu aday KKKH belirtecleri belirlenmistir:

2.4. Hiicre Kiltiirii

Bu ¢alismada insan HCC hiicre hatti HepG2 ve Huh7 hiicre hatlar1 ile insan
hepatik stellat hiicre hatt1 olan Lx2 hiicre hatti1 kullanilmigtir. HepG2 hiicre hatt1, 15
yasinda, karaciger kanseri hastasi bir erkekten alinan 6rnekten iiretilmistir. Huh7 hiicre
hatt1 ise 57 yasindaki Japon karaciger kanseri hastasi erkege aittir. HepG2 ve Huh7
hiicre hatlar1 %10 Fetal sigir serumu (Millipore- ES009-B), 1X Penisilin/Streptomisin
(Millipore - TMS-AB2-C) ve 1X Glutamin (Millipore - TMS-002-C) igeren DMEM
diisiik glikozlu (Merck- D2902) besi yeri i¢inde biiyiitiiliip, ¢ogalma durumlarina gore
yaklagik ti¢ glinde bir pasajlanmistir. Lx2 hiicre hatt1 ise %10 Fetal sigir serumu
(Millipore - ES009-B), 1X Penisilin/Streptomisin (Millipore - TMS-AB2-C) ve 1X
Glutamin (Millipore - TMS-002-C) igeren DMEM yiiksek glikozlu (Millipore - SLM-
021-B) besi yeri i¢inde biiyiitiiliip, cogalma durumlarina gore yaklasik {i¢ giinde bir

pasajlanmistir. Hiicreler %5 CO; igeren, 37°C sicaklikta ortamda kiiltiirlenmistir.

Hiicreleri dondurarak saklamak icin, ilk olarak hiicre siispansiyonu 1200
RPM'de bes dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi hiicre pelletinin {izerine 1 ml
besi yeri ve %1 DMSO konup, kriyoviale aktarilmistir. Hiicreler bir gece -80°C'de

saklandiktan sonra uzun siireli saklama icin siv1 nitrojene aktarilmstir.
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2.5. Primer Dizayni:

Primerler tasarlanirken Primer3 c¢evrimi¢i aract (http://primer3.ut.ee/)
kullanilmistir. Primerler tasarlanirken ii¢ ana kritere dikkat edilmistir: Uriin boyutunun
100-200 bp olmasina, ekzonlar arasindaki mesafeye, ileri ve geri primerlerin tavlama
sicakliklarinin birbirine yakin olmasina. Tasarlanan bu primerlerin sadece istenilen
genlere komplementar olup olmadigin1 kontrol etmek i¢in NCBI Primer Blast (Ye ve

ark., 2012) ¢evrimigi veri taban1 kullanilmistir.

Cizelge 2.2. Primer listesi. Kullanilacak olan primerler ve sekanslarinin listesi asagidadir.

TIMP1 Teri: 5’-GGCTTCTGGCATCCTGTTGTTG-3’

Geri: 5’-CGCTGGTATAAGGTGGTCTGGTTG-3’
TINAGL1 Tler: 5’-CCAGAACCTGCTGTCTTGTG-3’

Geri: 5’-AGAAGGGGTAGCAGTGGTCA-3’
CAV2 Teri: 5’-ATGCCCTCTTTGAAATCAGC-3’

Geri: 5’-CTCGTACACAATGGAGCAAT-3’
CRIP1 Teri: 5’-GCTGAGCACGAAGGCAAACC -3’

Geri: 5’-AAGGGAGCCCTGGGCATCT-3’
TCEALS Teri: 5’-TCGAGGTGAGGGAAGAGAGA-3’

Geri: 5’-CTTCTGCCTCCTGTGGTACA-3’
LDHB Tleri: 5’-TTGTGGTTTCCAACCCAGTGGACA-3’

Geri: 5’-AAAATCCATCCATGGCAGCTGCTG-3’
LGALS3BP Teri: 5’-AGAGAGACGCTGGTGTGGTCT-3’

Geri: 5’-GCTGGCTGTCAAAGATCTGG-3’
PHLDAL Tleri: 5’-TGCCTGAAAGGGGCAGCTCC-3’

Geri: 5’-TGATCTGGTGCGGGGCGGA-3’
CAVIN3 Teri: 5’-CAGGACACCGAGGAAGAT-3’

Geri: 5’-TCAGGCTACACTCTCCATT-3’
TPM1 Teri: 5’-GCCGACGTAGCTTCTCTGAAC-3’

Geri: 5’-TTTGGGCTCGACTCTCAATGA-3’
CD44 Teri: 5’-GCAGTCAACAGTCGAAGAAGG-3’

Geri: 5’-TGTCCTCCACAGCTCCATT-3’
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2.6. Total RNA izolasyonu

Izolasyon igin alti kuyucuklu kiiltiir kabma ekilen hiicrelerin en az %80
konfluent olmalar1 beklenmistir. Ardindan hiicreleri kaldirmak i¢in 37°C’de ti¢ dakika
1X tripsin muamelesi ((TrypLE™ Select Enzyme, 12563029)) yapilmustir. Hiicrelerin
tripsinle kalkmasinin ardindan, tripsin aktivasyonunu sonlandirmak i¢in hiicre hattina
gore besi yeri eklenmistir. Hiicreleri pellet haline getirmek i¢cin 1200 RPM'de bes
dakika santrifiij edilmistir. Pellet halindeki hiicreler 1X PBS ile ¢oziiliip, bahsi gecen
kosullarda tekrar santrifiij edilip yeniden pellet haline getirilmistir. NucleoSpin II
kitinin kendi protokoliine uyarak (MACHEREY-NAGEL, #740955,50, GERMANY)
pellet halindeki hiicrelerden total RNA izolasyonu yapilmistir. izole edilen RNA’larin
konsantrasyonunu ve A260/A230 degerlerini 6lcmek i¢in Epoch cihazi (Epoch
Microplate Spektrophotometer, Biotek, ABD) kullanilmistir.

2.7. cDNA Sentezi

Izole edilen RNA’lardan cDNA iiretmek icin ProtoScript First Strand cDNA
sentez kiti (New England Biolabs, ABD) kullanilmistir. i1k olarak her bir 6rnek icin 1
ng RNA’ya 2 puL OligoDT ve 8 pL niikleaz icermeyen su konarak ilk reaksiyon
karisimi  hazirlanmigtir ve 70°C’de bes dakika inkiibe edilerek denatiirasyon
yapilmistir. Ardindan her bir reaksiyon karigtmina 10 uL. M-MuLV reaksiyon karigimi
ve 2 uL M-MuLV enzim eklenerek son hacim 20 uL’ye tamamlanip, cDNA {iretimi
icin 42°C’de bir saat inkiibe edilmistir. Reaksiyon bittikten sonra 80°C’de bes dakika

daha inkiibe edilerek enzim inaktive hale getirilmistir.

2.8. Kantitatif Es Zamanh PZR

Kantitatif es zamanh i¢in PZR GoTaq kPZR master mix (Promega, A6002,
ABD) ve onun kendi protokoli kullanilmistir. Reaksiyonu kurarken her bir ileri ve

geri primerden 1 pmol, 0,5 pL kullanilmistir, final hacim 16 pL olmustur. Analiz
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yapilirken GAPDH referans geni olarak secilmistir. Tiim gen ifade sonuglar1 kendine
ait GAPDH geninin ifade seviyelerine gére normalize edilmistir.

Kargilastirmali metot (2-44°Y) kullanilarak, genlerdeki ifade kat degisimlerinin
analizleri yapilmistir. Amplifikasyon safligini kontrol etmek icin her reaksiyonun

erime egrisi alinmustir.

Cizelge 2.3. kPZR reaksiyonu kosullari. Deneylerde kullanilan kPZR reaksiyonunun asamalariyla
birlikte ¢aligma kosullar1 asagida verilmistir.

Baslangi¢ Denatiirasyonu 95°C 5 dk.

Denatiirasyon 95°C 30 sn.

Baglanma 60°C 20 sn. ( 40 siklus)
Uzama 72°C 1 dk.

Final Uzama 72°C 5 dk.

2.9. istatistiksel Analiz

Deneyler “n=3" olacak sekilde tekrarlanmistir. Deneylerin istatiksel analizi i¢in
GraphPad (Prism 5.0 - (“Home - GraphPad”, 2022)) yazilim1 kullanilmistir. Sonuglar
deneye gore parametrik ve non-parametrik testler ile (Student t test ve ANOVA) ile
analiz edilmistir. Veriler ortalama (standart sapmali) olarak ifade edilmistir.

Istatistiksel analizler, p<0.05 anlamlilik diizeyine gére degerlendirilmistir.
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3. BULGULAR

Karaciger kanser kok hiicrelerinin tanimlanmasina katki saglamak i¢in aday kok
hiicre belirteclerin belirlenmesi hedeflenen bu ¢alismada, NCBI’daki (Sayers ve Ark.,
2022) halka agik tek hiicre RNA dizilimi veri setlerinden ham veri setleri se¢ilmistir.
Ardindan R Studio’daki (R Studio Team, (2020)) Seurat (Hao ve ark., 2021) paketi ile
tek hiicreli RNA dizilimi analizi yapilmistir. Analiz sonrasinda elde edilen gen

ifadelerine bakilarak aday belirtecler belirlenmistir.

NCBI GEO’dan (Sayers ve Ark., 2022) veri setleri secilirken, 6rneklerin
hazirlanma siirecinde kullanilan gere¢ ve yOntemlerden kaynaklanabilecek
varyasyonu en aza indirgemek icin tek hiicre elde etme yontemini ve sekanslama
yapilan platformu olabildigince ayni olmasina dikkat edilmistir. Tek hiicre elde etme
yontemi olarak 10X Genomics’in yontemi tercih edilmis olup, sekanslama platformu
olarak da Illumina tercih edilmistir. Ayrica hiicre sayisinin fazla olmasi, GEO’da
verilerin hangi tiirde oldugu, 6rnek sayis1 gibi parametreler de dikkate alindiginda ilk
basta 10 tane veri seti secilmistir. Analiz i¢in normalize edilmis veriden ziyade ham
verinin kullanilmasi tercih edildigi i¢in dort veri seti elenmistir. Ardindan bu veri
setleri icinden dort tanesi (GSE166635, GSE151530, GSE125449 ve GSE180665)
analiz i¢in se¢ilip geriye kalan iki veri seti (GSE107747 ve GSE112271) yedek olarak
secilmistir. Bu iki veri setinde 6rnek sayis1 diisiiktiir, iki dondrden alinan 6rnekler veri
setini olusturmustur. Bu sebepten otiirii, bu veri setleri yedek veri seti olarak karar

verilmistir.

Aday belirtecler belirlendikten sonra belirteglerin validasyonu i¢in fibrotik
karaciger hiicre hatt1 olan Lx2 ile karaciger kanser kok hiicrelerinin yogun oldugu

Huh7 ve HepG2 hiicre hatlarinda mRNA diizeyinde gen ifade degisimine bakilmistir.
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3.1 Biyoinformatik Analiz: Tek Hiicreli RNA Dizilimi Analizi

Veri setlerinin R Studio (RStudio Team, (2020))’ya yliklenmesiyle analize
baslanmistir. Analiz boyunca Seurat (Hao ve ark., 2021) paketinin kendi analiz
adimlar takip edilmistir. “CreateSeuratObject()” fonksiyonu ile her veri setine 6zgii

objeler olusturulduktan sonra 6n analiz asamalar1 (preprocessing) yapilmistir.

Sekil 3.1.1. GSE166635 veri setinin 6n analiz grafikleri. a. GSE166635 veri setinin genleri ve genlerin
ifadesine karsilik gelen sinyallerin sayis1 yukarida verilmistir. b. Gen sayisi ile gen ifade miktarinin
grafigi verilmistir.

Sekil 3.1.2. GSE151530 veri setinin 6n analiz grafikleri. a. GSE151530 veri setindeki genleri ve
genlerin ifadesine karsilik gelen sinyallerin sayisi yukarida verilmistir. b. Gen sayisi ile gen ifade
miktarinin grafigi verilmistir.

Sekil 3.1.3. GSE125449 veri setinin 6n analiz grafikleri. a. GSE125449 veri setindeki genleri ve
genlerin ifadesine karsilik gelen sinyallerin sayisi yukarida verilmistir. b. Gen sayisi ile gen ifade
miktarinin grafigi verilmistir.
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On analiz adimlar1 tamamlandiktan sonra veri setleri normalize edilmistir.
Normalizasyon i¢in “LogNormalize()” fonksiyonu kullanilmistir. Veri setleri
normalize edildikten sonra ¢ok degiskenlik gosteren genlerin bulunmasi igin
“FindVariableFeatures()” fonksiyonu kullanilmistir. Bu asamadan sonra verileri az
boyutlu bir ortamda goriintiileyebilmek icin Temel Bilesenler Analizi (TBA)
yapilmistir. “RunPCA()” fonksiyonu ile lineer kiiciiltme yapilmasiyla TBA yapilir.
Temel bilesenlerin belirlenmesi i¢in ¢ok 6nemli bir adimdir. TBA’nin sonucu ¢ok
farkli sekilde projekte etmek miimkiindiir. “Principal Component” yani Temel
Bilesen anlamina gelen PC kisaltmasi kullanilmistir. En 6nemli temel bilesen olarak
kabul edilen “Temel Bilesen 1” yani “PC1”den “PC15” e kadar olan temel bilesenler

“DimHeatmap()” fonksiyonu ile 1s1 haritas1 olarak goriintiilenmistir.
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Sekil 3.1.4. GSE166635 veri setinin TBA analizinin 1s1 haritasi. a. GSE166635 veri setinin Temel
Bilesen 1’den (PC1) Temel Bilesen 7°ye (PC7) kadar olan 1s1 haritalar1 yukaridadir. b. GSE166635 veri
setinin Temel Bilesen 7’den (PC7) Temel Bilesen 15’ye (PC15) kadar olan 1s1 haritalar1 yukaridadir.

27



(TR IIHI IJ ‘IIIIIIIIIIIIIII IIIIIIII l ||||||II

|'||f| hl Illlllh Il |IIII IIH# Ilh|| Il ”I Ihl 1||||

|| 1 1T

llll IIII” | f,l II|III 1 ||I||II|I

|FIIIIII|”IIJ|| I1II||‘III |||I|I|I|IIII I|HI|‘I Pllllll II |I Iilll |IIIIW

|III‘ ‘III i JIIII IIIIH‘IJIIIII‘I’II|

I IJ'IIIIIIII 1

010 MEL I MIIIJI‘HII Iil I“llll iy

! 'H' “"'”'f""!”"l”"'”"k ”"'L”'""" "

Il Ihlll,
llhl“llllI Illllll (1

AAAAA

ssssssss

AAAAA

DDDDD

PPPPP
ccccc

Sekil 3.1.5. GSE151530 veri setine ait Temel Bilesen 1’in (PC1) 1s1 haritasi.
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Sekil 3.1.6. GSE151530 veri setinin TBA analizinin 1s1 haritasi. a. GSE151530 veri setinin Temel
Bilesen 1’den (PC1) Temel Bilesen 7°ye (PC7) kadar olan 1s1 haritalar1 yukaridadir. b. GSE151530 veri
setinin Temel Bilesen 7’den (PC7) Temel Bilesen 15’ye (PC15) kadar olan 1s1 haritalar1 yukaridadir.
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Sekil 3.1.7. GSE125449 veri setine ait Temel Bilesen 1’in (PC1) 1s1 haritasi.
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Sekil 3.1.8. GSE125449 veri setinin TBA analizinin 1s1 haritasi. a. GSE125449 veri setinin Temel
Bilesen 1°den (PC1) Temel Bilesen 7°ye (PC7) kadar olan 1s1 haritalar1 yukaridadir. b. GSE125449 veri
setinin Temel Bilesen 7’den (PC7) Temel Bilesen 15’ye (PC15) kadar olan 1s1 haritalar1 yukaridadir.
Temel bilesenler belirlendikten sonra teknik giiriiltiiyli azaltilmak ve hiicreler
arasinda varyansa katkisi olmayan bilesenlerin analizden ¢ikarilmasi igin
“ElbowPlot()” fonksiyonu kullanilmistir. Bu grafiklerde, grafik trendinin x eksenine

paralel gitmeye basladig1 yere karsilik gelen temel bilesen belirlenir ve ondan sonra
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gelen temel bilesenler analizin devam i¢in kullanilmaz. Bu bilesenlerin varyasyona

katkis1 ¢cok azdir.

=)

Standard Deviation

PC

Sekil 3.1.9. GSE166635 veri setinin temel bilesenlerinin dirsek grafigi.

20

Bu grafige gore GSE166635 i¢cin PC17 yani temel bilesen 17°den sonraki gelen

PC’lerin varyasyona katkis1 yok denecek kadar azdir. Bu sebeple analize PC1 ile PC17

arasindaki temel bilesenlerle devam edilecektir.
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Standard Deviation

Sekil 3.1.10. GSE151530 veri setinin temel bilesenlerinin dirsek grafigi.

PC

20

Bu grafige gore GSE151530 i¢in PC15 yani temel bilesen 15°ten sonraki gelen

PC’lerin varyasyona katkis1 yok denecek kadar azdir. Bu sebeple analize PC1 ile PC15

arasindaki temel bilesenlerle devam edilecektir.

@

Standard Deviation

PC

20

Sekil 3.1.11. GSE 125449 veri setinin temel bilesenlerinin dirsek grafigi.
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Bu grafige gore GSE125449 i¢in PC15 yani temel bilesen 15°ten sonraki gelen
PC’lerin varyasyona katkis1 yok denecek kadar azdir. Bu sebeple analize PC1 ile PC15

arasindaki temel bilesenlerle devam edilecektir.

Sekil 3.1.12. GSE166635 veri setine ait UMAP grafigi. Bu grafikte hiicreler ifade profillerine gére 12
kiimeye ayrilmislardir. Benzer ozelliklerdeki hiicreler benzer kiimelere toplanmustir.

Hiicre gruplar tayin edilirken T hiicreleri icin CD4, CD3E, CD3D, CD3G,
CD8A, CDS8B belirtecleri; B hiicreleri igin CD79A, SLAMF7, BLNK, FCRLS5
belirtecleri; timik epitelyal hiicreleri (TEC) i¢in PECAM1, ENG belirtecleri; kanser-
iligkili fibroblast hiicreleri (CAF) igin COL1A2, BGN, ACTA2 belirtegleri; timor
iligkili makrofajlar (TAM) i¢in CD14, CD163, C1QA belirtegleri, HCC hiicreleri
icinse CD133, CDA45, CD90 belirtecleri kullanilmistir.
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Sekil 3.1.13. GSE166635 veri setine ait, hiicre tiirlerinin bilgisinin UMAP iizerine projekte edilmis
grafigi. Bu projeksiyon yapilirken literatiirde kanitlanmis belirteglerden yararlanilmistir. CD4+ T cells:
CD4+ T hiicreleri, CD8+ T cells: CD8+ T hiicreleri, B Cells: B hiicreleri, TECs: timik epitelyal
hiicreleri, CAFs: kanser-iliskili fibroblast hiicreleri, TAMs: timdr iligkili makrofajlar, Treg Cells:
Diizenleyici T hiicreleri, Malignant+HPC-like: Malign ve hepatik progenitor benzeri hiicre, TAMs and
T cells: timdr iliskili makrofajlar ile T hiicreleri.
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Sekil 3.1.14. GSE151530 veri setine ait UMAP grafikleri. a. GSE151530 veri setine ait UMAP yukarida
verilmistir. Bu agsamaya gore hiicreler ifade profillerine gore 20 kiimeye ayrilmislardir. Benzer
ozelliklerdeki hiicreler benzer kiimelere toplanmistir. b. GSE151530 veri setine ait, hiicre tiirlerinin
bilgisinin UMAP {izerine projekte edilmis hali yukarida verilmistir. Bu projeksiyon yapilirken
literatiirde kanitlanmis belirte¢lerden yararlanilmistir. CD4+ T cells: CD4+ T hiicreleri, CD8+ T cells:
CD8+ T hiicreleri, B Cells: B hiicreleri, TECs: timik epitelyal hiicreleri, CAF’s: kanser-iliskili fibroblast
hiicreleri, TAMs: timor iliskili makrofajlar, Treg Cells: Diizenleyici T hiicreleri, Malignant+HPC-like:
Malign ve hepatik progenitor benzeri hiicre, TAMs and T cells: timor iliskili makrofajlar ile T hiicreleri.
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Sekil 3.1.15. GSE151530 veri setine ait ek bilgilerin UMAP grafigi iizerine projekte edilmis grafikleri.
GSE151530 veri setine ait UMAP grafigi iizerine a. kanserin agamasi, b. donorlerin 1rkina ait bilgiler

projekte edilmistir.
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Sekil 3.1.16. GSE151530 veri setine ait ek bilgilerin UMAP grafigi iizerine projekte edilmis grafikleri.
GSE151530 veri setine ait UMAP grafigi lizerine a. dondrlerin sahip oldugu diger karaciger hastaliklari,
b. dondrlerin yasina ait bilgiler projekte edilmistir.
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Sekil 3.1.17. GSE125449 veri setine ait UMAP grafikleri. a. GSE125449 veri setine ait UMAP yukarida
verilmistir. Bu agsamaya gore hiicreler ifade profillerine gore 15 kiimeye ayrilmislardir. Benzer
ozelliklerdeki hiicreler benzer kiimelere toplanmistir. b. GSE125449 veri setine ait, hiicre tiirlerinin
bilgisinin UMAP f{izerine projekte edilmis hali yukarida verilmistir. Bu projeksiyon yapilirken
literatiirde kanitlanmis belirte¢lerden yararlanilmistir. CD4+ T cells: CD4+ T hiicreleri, CD8+ T cells:
CD8+ T hiicreleri, B Cells: B hiicreleri, TECs: timik epitelyal hiicreleri, CAF’s: kanser-iliskili fibroblast
hiicreleri, TAMs: timor iliskili makrofajlar, Treg Cells: Diizenleyici T hiicreleri, Malignant+HPC-like:
Malign ve hepatik progenitor benzeri hiicre, TAMs and T cells: timor iliskili makrofajlar ile T hiicreleri.
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Sekil 3.1.18. GSE125449 veri setine ait, hiicre tiirlerinin bilgisinin UMAP iizerine projekte edilmis
grafikleri. GSE125449 veri setine ait UMAP grafigi {izerine a. dondrlerin 1rki, b. dondrlerin sahip

oldugu diger karaciger hastaliklarina ait bilgiler projekte edilmistir.
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Sekil 3.1.19. GSE125449 veri setine ait, hiicre tiirlerinin bilgisinin UMAP iizerine projekte edilmis
grafikleri. GSE125449 veri setine ait UMAP grafigi {izerine a. donodrlerin 1rki, b. dondrlerin sahip
oldugu diger karaciger hastaliklarina, c. hepatoselliiler kanser olup olmadigi, d. kanserin agamasina ait
bilgiler projekte edilmistir.

Hiicreler kiimelenip, hiicre tiirleri kiimelere atandiktan sonra malign hiicrelerin
kiimesi ile malign olmayan hiicrelerin kiimeleri ayristirilmistir. Bu ayrisimdan sonra
malign hiicreler ile malign olmayan hiicrelerin “Kanser Kok Hiicre Skoru”
hesaplanmistir. Bu skor hesaplamasina gore skoru 3,75’ten biiylik olan hiicreler

karaciger kanser kok hiicresi olarak kabul edilip, analize devam edilmistir. Hesaplanan

skorlar cubuk grafigi ile gosterilmistir.
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Sekil 3.1.20. GSE151530’a ait kok hiicre skor grafikleri. GSE151530’nin a. malign olmayan
hiicrelerine ait, b. malign hiicrelerine ait kok hiicre skorlarinin gubuk grafigi yukarida gosterilmistir.
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Sekil 3.1.21. GSE125449’a ait kok hiicre skor grafikleri. GSE125449’a ait a. malign olmayan
hiicrelerine ait, b. malign hiicrelerine ait kok hiicre skorlarinin gubuk grafigi yukarida gosterilmistir.
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a. Non-Malignant Cells- Stem Cell Score with 14 Genes
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b. Malignant Cells- Stem Cell Score with 14 Genes
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Sekil 3.1.22. GSE166635’¢ ait kok hiicre skor grafikleri. GSE166635’e ait a. malign olmayan
hiicrelerine ait, b. malign hiicrelerine ait kok hiicre skorlarinin gubuk grafigi yukarida gosterilmistir.
Kanser kok hiicre olarak secilen hiicreler gruplandirilip etiketlendikten sonra,
aday Dbelirteclerin  bulunmasi icin  “FindAllMarkers()” fonksiyonu tekrar
kullanilmistir. Bu fonksiyon kendi i¢inde goémiilii birkag farkli hesaplama ydntemi
barindirir. Analizi giiclendirmek i¢in bu fonksiyon kullanilirken ii¢ farkli hesaplama
yontemi kullanilmistir: Wilcoxon, bimod ve MAST. Wilcoxon yontemi, Wilcoxon

Rank Sum testi kullanarak iki hiicre grubu arasinda diferansiyel olarak ifade edilen
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genleri tanimlar. Bimod yontemi ise tek hiicreli gen ekspresyonu i¢in olasilik-oran
testidir. MAST ydnteminde ise bir engel modeli kullanilarak iki hiicre grubu arasinda
diferansiyel olarak ifade edilen genler tammlanir. Ug farkli ydntemle belirteg genler
bulunduktan sonra her veri seti i¢in bu genlerin kesisimi alinmistir ve {i¢iinde de ortak
olan genler o veri setine ait belirteg olarak belirlenmistir. Bu analiz sonucunda
GSE151530 icin 490 gen, GSE125449 icin 459 gen, GSE166635 i¢in 291 gen ve
GSE112271 igin 101 gen belirteg olarak belirlenmistir. (Sekil 3.1.23)

a. pos_bimod pos_wil pos_bimqq - B QQS_WH
0 0 0 4 |/ 3 6
1 1. 1
490 | 459
199 . 0 S g
0 0
GSE151530 | poe mast GSE125449 |, ¢ rast
C. pos_bimoq ) i Qos_wil d. pos_bimod pos_wil
28 / 6 \ 10 S22 /0 o
1 | l =
291 101
\.
36 0 36 0
0 0
GSE161635 |pos_mast GSE112271 | o5 mast

Sekil 3.1.23. Her veri setine ait belirte¢ gen sayisi semalart. Wilcoxon, bimod ve MAST yontemleri ile
belirlenen, a. GSE151530, b. GSE125449, c. GSE166635 ve d. GSE112271 veri setlerine ait belirteg
genlerin sayisi yukarida gosterilmistir.

Her bir veri setine ait belirte¢ genler belirlendikten sonra dort veri setinde de
ortak olan belirteglerin kesisimi alinarak hepsinde ortak olan belirtegler belirlenmistir.

Bunun sonucunda hepsinde ortak olan genler CD44 ve Tinagll’dir. (Sekil 3.1.24.)
GSE112271, GSE151530 ve GSE166635’te ortak olan tek gen Timpl genidir.
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GSE166635 ve GSE112271°de ortak olan genler: Cav2, Cripl, Ldhb, Lgals3bp,
Phldal, Prkcdbp, Tceal8 ve Tpml’dir. Bu genlerin ifadelerinin mRNA diizeyinde

kontrolii kPZR ile yapilmistir.

data151530

data_112271 _— —__ data_166635

data_125449

CD44
Tinagll

198

CAV2
CRIP1
LDHB
LGALS3BP
PHLDAI1
PRKCDBP
TCEALS
TPM1

Sekil 3.1.24. Her veri setine ait belirteg genlerin kesisim semasi. Wilcoxon, bimod ve MAST yontemleri
ile belirlenen, GSE151530, GSE125449, GSE166635 ve GSE112271 veri setlerine ait belirteg genlerin

sayis1 yukarida gosterilmistir.

3.2 Validasyon Deneyleri
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Sekil 3.2.1. Aday belirteglerin mRNA diizeyindeki ifadelerinin HepG2 ve Huh7 hiicre hatlarinda
Lx2’deki ifadesine gore kat degisimleri (ddCT). Aday belirtegler grafiklerin iist orta kisimlarinda
yazmaktadir.

Tceal8 ve Cav2 genlerinin mRNA diizeyinde kontrole goére HepG2’de ve
Huh7’de anlamli artis goriilmektedir. Cripl geninin mRNA diizeyinde ifade artisi,

kontrole gore HepG2’de Huh7’ye gore daha fazla artis1 beklenemedik bir sonugtur.
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Sekil 3.2.2. Aday belirteglerin mRNA diizeyindeki ifadelerinin HepG2 ve Huh7 hiicre hatlarinda
Lx2’deki ifadesine gore kat degisimleri (ddCT). Aday belirtegler grafiklerin iist orta kisimlarinda

yazmaktadir.

kontrole gore her iki hiicre hattinda da azalmistir.

STRING veri tabani kullanilarak hiicre iligki semas1 ¢ikarilmistir.

Analiz sonucu arastirilan diger genlerin mRNA seviyesinde gen ifadeleri

kPZR analizinden sonra belirte¢ genler arasindaki iligkiyi arastirmak igin
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3.3 ileri Analizler
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Sekil 3.3.1. Aday belirteglerin iligkisi. STRING veri taban1 kullanilarak aday belirteg¢ genler arasindaki
iliski semas1 yukarida gosterilmistir.

Genlerin hiicre i¢i sinyal yolaklarindaki rollerinin aragtirilmasi i¢in Reactome
(Gillespie ve ark., 2022) veri tabanina bagvurulmustur. Analize gore Tceal8, Tinagll
ve Cripl genlerine hiicre i¢i sinyal yolaklarinda atfedilen bir rol bulunmamistir. CD44
geninin RNA metabolizmasinda, interferon gama saliniminda rol aldig1 goriilmiistiir.
TIMP1 ve CDA44’in ECM organizasyonu, sitokin salimimminda goérev aldig
gorlilmiistiir. TIMP1’in IL-10, IL-4 ve IL-13 mekanizmasinda; LDHB’nin piruvat
metabolizmasinda rol aldigi goriilmiistir. TPM1’in kas kasilmasinda rol aldig:
gorlilmiistiir. PHLDA 1’nin hiicre boliinmesinde G2’den M evresine gegiste rol aldigi

goriilmiistiir. Cav2’nin Ostrojen sinyalinde rol aldig1 goriilmiistiir.
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Sekil 3.3.2. Aday belirte¢ Cav2, Tceal8 ve Cripl’in veri setlerindeki malign hiicrelerde ifadesi.

a.GSE15130, b.GSE125449 ve c.GSE166635 veri setlerindeki ifadeleri yukarida gosterilmistir.
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Sekil 3.3.3. Aday belirte¢ Tinagll, LDHB ve Timp1’in veri setlerindeki malign hiicrelerde ifadesi.
a.GSE15130, b.GSE125449 ve c.GSE166635 veri setlerindeki ifadeleri yukarida gosterilmistir.
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Sekil 3.3.4. Aday belirteg Tpm1, Phldal ve CD44’lin veri setlerindeki malign hiicrelerde ifadesi.
a.GSE15130, b.GSE125449 ve c.GSE166635 veri setlerindeki ifadeleri yukarida gosterilmistir.
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Aday belirte¢ olarak belirlenen Cav2, Tceal8, Cripl, Tinagll, LDHB, Timpl,
TPM1, Phldal ve CD44 genlerinin hepsi GSE151530, GSE125449 ve GSE166635
veri setlerindeki malign hiicre gruplarinda ifade edilmektedir. CD44 geni GSE166635
veri setindeki malign hiicrelerin kiigiik bir grubunda ifade edilmektedir. Phldal geni
GSE166635 veri setindeki malign hiicrelerin kiigiik bir grubunda ifade edilmektedir.
LDHB geni tiim veri setlerinde ¢ok az hiicrede ifade edilmektedir. Tinagll geni
GSE166635 veri setindeki malign hiicrelerin kii¢iik bir grubunda ifade edilmektedir.
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4. TARTISMA:

Kanser kok hiicreleri, tiimor hiicre popiilasyonunda Total RNA dizilimi
analizinde (Bulk RNA Sequencing) kendi gen ifade profilini gosteremeyecegi i¢in Tek
Hiicre RNA-dizilim analizi yapmak bu hiicreleri arastirmak i¢in daha yararli olacaktir.
Ornegin; tiimér popiilasyonunun %1-3’liik kismimda CD133 pozitif karaciger kanser
kok hiicreleri (Wilson et al. 2013) bulunmaktadir. Bu oran Total RNA Diziliminde
tayin edilemeyecek kadar diisiiktiir, bu hiicreler ancak tek hiicre diziliminde analiz

edilebilir.

Analizler R Studio (RStudio Team, (2020))’da Seurat (Hao ve ark., 2021) paketi
ile analiz edilmistir. Analiz i¢in dncelikle her veri setine ait Seurat (Hao ve ark., 2021)
objesi olusturulmustur. Ardindan standart 6n analiz ve normalizasyon yapilmistir.
Normalizasyonlar sonrasinda ¢ok degisken genler tanimlanip, veriyi tek boyutlu
diizlemde gormeyi saglayan Temel Bilesenler Analizi (TBA) yapilmistir. TBA’dan
sonra hangi temel bilesenlerin varyasyona katkis1 oldugu belirlenip, analize onlarla
devam edilmistir. Hiicre gruplarinin kiimelendirilmesinin ardindan dogrusal olmayan
boyut kiigiiltme UMAP ile yapilmistir ve hiicre gruplarinin ifade ettigi gen profillerine
gore hiicre gruplarini kimligi belirlenmistir. Hiicre gruplari tayin edilirken T hiicreleri
icin CD4, CD3E, CD3D, CD3G, CDSA, CD8B belirtecleri; B hiicreleri i¢in CD79A,
SLAMF7, BLNK, FCRLS belirtecleri; timik epitelyal hiicreleri (TEC) i¢cin PECAMI1,
ENG belirtegleri; kanser-iligkili fibroblast hiicreleri (CAF) i¢cin COL1A2, BGN,
ACTA?2 belirtegleri; tiimor iliskili makrofajlar (TAM) icin CD14, CD163, C1QA
belirtecleri, HCC hiicreleri i¢inse CD133, CD45, CD90 belirtegleri kullanilmistir.
(Meng ve ark., 2021)

Hiicre gruplarinin kimlikleri bulunduktan sonra, kanser kok hiicrelerinin
bulunmasi i¢in literatiirde tanimli kanser kok hiicre belirtegleri kullanilarak
gelistirdigimiz “Kok Hiicre Skoru” algoritmasi ile kanser kok hiicreleri bulunup diger
hiicrelerden ayrilmistir. Bu hiicreler “Kanser Kok Hiicresi” olarak etiketlendikten

sonra o gruba ait belirte¢ genler Seurat (Hao ve ark., 2021) paketi kullanilarak analiz
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edilmigtir. Belirte¢ gen bulmak igin ii¢ farkl istatistik yontemi, Bimod, MAST ve
Wilcoxon kullanilmigtir. Her veri seti i¢in {ic ayri yontemle belirteg genler
bulunduktan sonra ii¢ analiz yonteminde de ortak olan genler secilmistir. GSE151530
icin 490 gen, GSE166635 icin 291 gen, GSE125449 i¢in 459 gen ve GSE112271 i¢in
101 gen ii¢ analiz yonteminden elde edilen ortak belirteg genlerdir. Her veri setine ait
belirte¢ genler bulunduktan sonra veri setlerinin hepsinde ortak olan belirte¢ genler
bulunmustur. Dort veri setinde de CD44 ve Tinagll genleri ortaktir. CD44 geni
halihazirda karaciger kanser kok hiicre belirteci olarak literatiirde yer almaktadir.
Tinagl1, Tubulointerstisyel nefrit antijen benzeri 1, hiicre adezyonunda 6nemli rol
oynayan ve bu nedenle hiicre cogalmasini, gociinii ve farklilasmasini modiile eden bir
ekstraselliiler matriks proteinidir. Wnt hiicre yolaginda gorev almasinin yani sira
embriyonik donemde kalpte ve bobrekiistii bezlerinde ifade edilmektedir. (Musetti ve
Huang, 2021) Literatiirde bu geni karaciger kanseri ile iliskilendiren birka¢ ¢alisma
bulunmaktadir. Yapilan g¢aligmalar SMCC-7712 hiicre hattinda Tinagll geninin
susturulmasin apoptozu indiikleyip, hiicre proliferasyonunu azaltirken; HCC-LM3
hiicre hattinda tam ters etkilere sebep olmustur. (Sun ve ark., 2019) Ayrica ¢alismalar
Tinagll geninin inhibisyonunun ksenograft tiimoér olusumunu yavaslattigini
gostermistir. Ayrica yapilan ¢alismalar Tinagll geninin ifade artiginin mide kanserinin
biliylimesine ve metastaz olusumuna sebep oldugunu gostermistir. (Shan ve ark., 2021)
Bunun yani sira ti¢lii negatif meme kanseri hastalarma Tinagll muamelesi sonucu
timoOr biiylimesinin yavaglatildigi gosterilmistir. (Musetti ve Huang, 2021) Fakat
yapilan deneyler sonucu Tinagll geninin ifadesi mRNA diizeyinde HepG2 ve Huh7
kanser hiicre hatlarinda fibrotik Lx2 hiicre hattina gore azalmistir. Bu beklenmeyen

bir sonuctur, Tinagll geni aday belirte¢ olma potansiyeli tastmamaktadir.

GSE112271, GSE166635 ve GSE151530 veri setlerinde sadece Timpl geni
ortaktir. Timpl geninin ifadesinde HepG2 ve Huh7’de Lx2 hiicre hattina gore
istatistiksel olarak anlamli diisiis goriilmistiir fakat bu beklenmedik bir sonugtur.
Timp1 geninin ifade seviyesinin hepatik apoptozla indiiklendigi ve Timp1 geni siRNA
ile susturuldugunda fibrotik yanitin azaldig1 yapilan caligmalar tarafindan
gosterilmistir. (Wang ve ark., 2013) Bundan yola ¢ikarak Timpl ve HCC iliskisinin

daha detayli incelenmesi gerekmektedir.
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Cripl beyin, dalak ve timus bezinde ifade edilmesinin yaninda en ¢ok ince
bagirsakta ifade edilir. Crip1 proteini ¢inko parmak motifine sahiptir. Hiicre i¢in ¢inko
tasinmasinda ve absorbe edilmesinde gorev alir. Yapilan ¢aligmalar Cripl geninin
epitel kaynakli yumurtalik kanserinde ifadesinin ¢ok yliksek oldugunu ve bunun
patolojik evre, kanserin seviyesi ve lenfatik metastaz ile iliskisi oldugunu gostermistir.
(Liu ve ark., 2021) Ayrica, hepatik hasar sonucunda Cripl ifadesinin dnemli dl¢iide
arttigi yapilan calismalar tarafindan gosterilmistir. (He ve Hu, 2022) Cripl
GSE112271 ve GSE166635 veri setlerinde belirte¢ olarak ortaktir. Yapilan deneyler
sonucu gen ifadesi hem HepG2’de hem de Huh7’ de istatiksel olarak anlamli sekilde
fazladir, HepG2’deki ifade seviyesi Huh7’den fazladir. Huh7’deki ifadesinin
HepG2’den daha fazla olmasi beklendigi i¢in Cripl geni aday belirteg olma
potansiyeline sahip degildir.

Tceal8 (transcription elongation factor A like 8) GSE112271 ve GSE166635
veri setlerinde belirte¢ olarak ortaktir. Yapilan deneyler sonucu gen ifadesi hem
HepG2’de hem de Huh7’ de Lx2’ye oranla istatiksel olarak anlamli sekilde artmistir.
Tceal8’in homologu olan Tceall ‘in kanser hiicrelerinin apoptoz mekanizmasinda
gorev aldig1 bilinmektedir. (Huang ve ark., 2013) Tceal8’in ayni role sahip olup

olmadig arastiriimalidir.

Cav2, hiicre zarinda bulunan kaveola denilen girintilerde ve endoplazmik
retikulumun i¢i zarlarinda, Golgi aygitinda ve eksozomlarda bulunan integral
membran proteinidir. Cav2 geni fibroblastlarda, endotel hiicrelerde, lipositlerde ve tip
I pnomositlerde ifade edilirler. Hiicre biiylimesinden apoptoza, hiicre i¢i sinyal
iletiminin yan1 sira membran trafigi gibi ¢esitli mekanizmalarda da gorev alir. Ayrica
kanserin baglamasi ve metastaz ile ilgili bir¢ok siirecte yer almistir. (Gerstenberger ve
ark., 2018) Cav2, GSE112271 ve GSE166635 veri setlerinde belirteg olarak ortaktir.
Yapilan deneyler sonucu gen ifadesi Huh7’ de Lx2’den istatiksel olarak anlamli
sekilde fazlayken, HepG2’de daha diisiiktiir. Huh7 nin kanser kok hiicre 6zelligini

daha c¢ok gosterdigi géz oniinde bulundurulursa, kanserin baslamasi konusunda etkili

56



olan bir genin ifadesinin fazla olmasi beklenen bir sonugtur. Ayrica yapilan
caligmalara gore mir-199a-3p ile Cav2 ifadesi baskilarken, TGF-B sinyal yolagini
aktive ederek hepatik stellat hiicrelerin aktivasyonunun baslatildigr goriilmustiir.
(Yang ve ark., 2020) Bundan yola ¢ikarak, Cav2’nin stellat hiicrelerin aktivasyonunda
yol almasi sebebiyle fibrozdan HCC’ye geciste rolii oldugu diisiiniilebilir ve Cav2

aday belirte¢ olarak degerlendirilmelidir.

Analizleri yapilan diger genlerin mRNA seviyesinde gen ifadesi hem HepG2’de
hem de Huh7’de kontrole gore azalmistir. Bundan yola ¢ikarak Timpl, Tinagll,
LDHB, Phldal ve TPM1 genleri aday belirteg olma potansiyeli gostermemektedirler.
Bunun yani sira, literatiirde halihazirda karaciger kanser kok hiicre belirteci olarak
gegcen CD44’{in gen ifadesinin Huh7 ve HepG2’de azalmasi beklenmedik bir sonugtur.
Fakat HepG2 ve Huh7 &liimsiizlestirilmis hiicre hatlaridir. Oliimsiizlestirilmis hiicre
hatlarin1 kullanmanin en biiyiik dezavantaji, bu hiicrelerin siiresiz olarak boliindiikleri
ve bazen in vivo herhangi bir hiicre tipinde bulunmayan benzersiz gen ifade
profillerine sahip olduklar1 i¢in normal olarak kabul edilememesidir. Bu nedenle,
normal hiicrelere ait niteliklere veya islevlere sahip olmayabilirler. Ayrica, birkac kez
pasajlandiktan sonra hiicre 6zellikleri degisebilir ve normal hiicreninkinden daha da
farkli hale gelebilir. Bu nedenle, kiiltiirlenmis hiicrelerin 6zelliklerini periyodik olarak
dogrulamak ve ¢ok fazla pasajlanmis hiicreleri kullanmamak 6nemlidir. (Matt Carter,
2015) Oliimsiiz hiicre hatt: {iretmek icin hiicrelere h\TERT veya SV40 genlerini ifade
ettirmek kullanilan yontemlerdendir. Simian Viriis 40 T antijeni (SV40) hiicrelerin
proliferasyonunu kisitlayan genlerin ifadesini azaltir. (Fan ve ark., 2018) Telomeraz,
hiicrelerin yaslanma siirecinden kaginarak sonsuz hiicre bdliinme yetisine sahip
olmalarmi saglayan telomerlerin DNA dizisini uzatabilen riboniikleoproteindir. Bu
Telomeraz Ters Transkriptaz (TERT) ekspresyonu, ¢cogu somatik hiicrede genellikle
inaktiftir. Hiicre icinde eksojen olarak ifade edildiginde, hiicrelerin replikatif
yaslanmasint Onlemek icin yeterli telomer uzunluklarini korunmasini saglar.
Telomeraz kullanarak oliimsiiz hiicre hatt1 elde etme yontemi, giiniimiizde en yaygin
olarak kullanilan yaklagimdir. (Wang ve ark., 2019) Validasyon deneyleri sonucunda
goriilen diisiikk CD44 ifadesi, oliimsiizlestirilmis hiicre hatlar1 olusturulurken kanser

kok hiicrelerinin karakteristik gen ifadeleri kaybolmasindan kaynakli olabilir.
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Validasyon deneyleri sonucu aday belirte¢ olarak degerlendirilen Cav2 ve
Tceal8 arasinda bir iligki kurmak i¢cin STRING (Szklarczyk ve ark., 2021) veri taban1
kullanilmistir fakat sadece Cav2 ve CD44 arasinda bir baglanti bulunmustur, Tceal8
ve Cav2 arasinda bir iligki bulunamamistir. (Sekil 3.1.27.) Reactome (Gillespie ve
ark., 2022) veri tabani da bu genlerin hiicre igindeki rollerini arastirmak igin
kullanilmistir. Fakat bu analizler sonucu Tceal8 genine atfedilmis bir fonksiyon
bulunamamistir. Bundan yola ¢ikarak, bu tez ¢alismasinda Cav2 geninin karaciger
kanser kok hiicresi i¢in aday belirteg olabilecegi diisiiniilmektedir. Genlerin ifade
profilleri ile 6rneklerin alindig1 hastalarin yasi arasindaki baglanti arastirilmigtir. Fakat
hiicrelerin gen ifadelerine gore dagilimina ait UMAP grafigine yas bilgileri projekte
edildiginde, aday belirteglerin yasa bagl dagilimi gézlemlenememistir. Hastalarin yas1

ile aday belirteglerin gen ifadeleri daha detayli arastirilmalidir.

58



5.SONUC VE ONERILER:

Sonug olarak, bu calismada farkli HCC hastalarina ait tek hiicreli kanser verileri
analiz edilmistir. Analizler yapilirken literatiirde var olan belirteclerden yola ¢ikilarak
yeni aday belirteclerin bulunmasi hedeflenmistir. Bu ¢alisma sonucu Cav2 aday
belirte¢ olarak belirlenmistir.

Kanser tedavisinde tedavinin daha etkili olmasi i¢in kanser kok hiicrelerin
hedeflenmesi ¢ok biiylik 6nem tasimaktadir. Kanser kok hiicrelerinin hedeflenerek
ortadan kaldirilmasi, metastaz olusumunu veya kanserin tekrar niiksetmesini biiyiik
oranda azaltabilir. Bu sebeple bu ¢alisma c¢ok biiylik 6nem tasimaktadir. Tek hiicreli
RNA dizilimi analizi i¢in halihazirda kullanilmakta olan Seurat (Hao ve ark., 2021)
paketinin ilizerine eklenen kok hiicre skoru algoritmasi ve onu takip eden hiicresel
yolak analizleri diger kanser tiirlerine uyarlanabilir. Boylece akciger kanseri, kolon
kanseri, meme kanseri gibi farkli kanser tiirlerinin de kanser kok hiicre belirtegleri
bulunmasi tedavilere ¢ok biiytlik katki saglayabilir. Dahasi, bu analiz sayesinde tiim
kanserlerde ortak veya belli grup kanserlerde ortak “evrensel kanser kok hiicre
belirteci” bile bulunabilir. Boyle bir belirtecin bulunmasi kanserin erken teshisine
fayda saglamakla birlikte tedavinin daha kisa siireli ve daha etkili olmasini

saglayabilir.
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OZET

Karaciger Kanser Kok Hiicre Belirteclerini Tek Hiicre RNA Dizilimi (ScCRNA-Seq)

Analizi ile Saptama

2020 yili verilerine gore en dliimciil liclincii kanser tiirii karaciger kanseridir. Kanser
tiirline degil, hastaya gore sekillenen kisisellestirilmis tedavi plani gibi yaklasimlarla son
yillarda kanser tedavisinde Oonemli yol kat edilmistir. Fakat timdr dokusu heterojendir;
bagisiklik sistemi hiicreleri, bag doku hiicreleri, kanser hiicreleri vb. ¢ok farkli hiicre tiplerini
icinde barindirir. Bu heterojen tiimdr dokusunu kanser kok hiicresi adi verilen, boliinme
yetenegine sahip hiicrelerin meydana getirdigi diisliniilmektedir. Bu teoriye kanser kok hiicre
teorisi denir. Giinlimiizde kanser kok hiicrelerinin tespitinde kullanilan evrensel bir belirte¢
yoktur; belirtecler kisiden kisiye ve kanser bazinda degisiklik gdsterir. Bundan yola ¢ikarak,
bu tezde kanserin tedavisi igin evrensel belirte¢ veya belirteglerin bulunmasi hedeflenmistir.
Yeni belirte¢ bulmak i¢in biyoinformatik araglardan faydalanilacaktir. Her hiicrenin gen ifade
profiline tek tek ulagsmay1 saglayan Tek Hiicre RNA Dizilimi analizi, ¢ok biiyiik verilerin
analizini hizli bir sekilde yapabilen ¢ok giiclii bir biyoinformatik aragtir. Tek Hiicre RNA
Dizilimi analizi yapilarak heterojen hiicre toplulugu i¢inden kanser kdk hiicrelerini saptayip,
yeni aday belirtecler bulunacaktir. Belirlenen aday belirtegler karaciger kanser hiicre hatlari
ile fibrotik karaciger hiicre hattinda karsilastirilarak valide edilecektir.

Anahtar Kelimeler: Belirteg, Kanser kok hiicresi (KKH), Karaciger Kanseri, Tek Hiicre
RNA Dizileme
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SUMMARY

Detection of Liver Cancer Stem Cell Markers by Single Cell RNA Sequence (SCRNA-
Seq) Analysis

Liver cancer is the third most deadly cancer type in the world according to the study
done in 2020. In recent years, significant progress has been made in cancer treatment with
approaches like personalized medicine, which is planned according to the patient, not the type
of cancer. However, tumor tissue is heterogenous: it contains various cell types like immune
system cells, connective tissue cells, cancer cells, etc. According to the cancer stem cell
theory, this heterogeneous tumor tissue is formed by cells with the ability to divide, called
cancer stem cells. Currently, there are no universal marker used for the detection of cancer
stem cells; the markers vary from person to person and on the type of cancer. So, in this thesis,
it is aimed to find a universal marker or markers for the treatment of cancer. Bioinformatic
tools will be used to find new markers. Single Cell RNA Sequencing analysis, which provides
access to the gene expression profile of each cell individually, is a powerful bioinformatics
tool that can quickly analyze large data. By performing Single Cell RNA Sequencing analysis,
cancer stem cells will be detected from the heterogeneous cell population and new candidate
markers will be identified. Following the identification, gene expression levels of these
candidate markers will be validated by comparing them in liver cancer cell lines and fibrotic
liver cell line.

Keywords: Cancer stem cell (CSC), Liver Cancer, Marker, SCRNA-Seq, Single Cell RNA

Sequencing
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EKLER

Ek-1: Kullamlan Hiicre Hatlar1 ve Genel Ozellikleri

Lx2

Tiir: Insan (Homo sapiens)

Hiicre tipi: Hepatik karaciger hiicre hatti

Hiicre hatti referans numarasi: SCC064 (ATCC - American Type Culture Collection,
Virginia, ABD)

Kullanilan besiyeri: %10 fetal sigir serumu ve %! penisilin-streptomisin igeren yiiksek

glikozlu DMEM

HepG2

Tiir: Insan (Homo sapiens)

Hiicre tipi: Hepatoseliiler karaciger kanser hiicre hatt1

Hiicre hatti referans numarasi: ATCC HB-8065™ (ATCC - American Type Culture
Collection, Virginia, ABD)

Kullanilan besiyeri: %10 fetal sigir serumu ve %] penisilin-streptomisin igeren diisiik

glikozlu DMEM

Huh?7

Tiir: Insan (Homo sapiens)

Hiicre tipi: Hepatoseliiler karaciger kanser hiicre hatt1

Hiicre hatt1 referans numarasi: CVCL_0336 (Expasy — Isvigre Biyoinformatik Portalr)
Kullanilan besiyeri: %10 fetal sigir serumu ve %] penisilin-streptomisin igeren diisiik

glikozlu DMEM
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Ek-2: GSE112271 Veri Setine Ait UMAP Grafigi

UMAP_2

Ek-3: GSE112271 Veri Setine Ait Kok Hiicre Skoru Grafigi
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Ek-4: Ham kPZR Sonuc¢lar

Pos Cp Pos Cp
Al 17,82 Al 26,75 G1 30,54
A2 17,79 A2 26,82 G2 29,63
5 A3 17,64 . A3 26,77 5 G3 30,32
- A4 17,5 3 A4 26,42 = G4 30,9
g A5 17,76 2 A5 26,73 = G5 30,49
= A6 17,8] S A6 26,52 = G6 29,73
A7 21,84 A7 22,76 G7 19,88]
% A8 22,43 ~ A8 22,7 % G8 19,83
$ A9 21,94 1 A9 22,67 2 G9 19,88
x A10 22,59 E A10 22,62 w G10 19,87
g All 22,58 2 All 22,82 B G11 19,99
= A12 22,64 S A12 22,97 = G12 19,95/
B1 27,28 B1 23,57 H1 18,53]
- B2 27,36 B2 23,64 - H2 18,75)
= B3 27,24 ~ B3 23,48 - H3 18,71
= B4 26,97 z B84 2338 = H4 18,66
g BS 27,24 2 BS 23,48 E HS 18,62
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B7 25,2) B7 24,66 H7 23,96
B8 25,35 B8 24,74 H8 23,75
% B9 25,3 % B9 24,75 P G1 23,94
= B10 25,4 - B10 24,79 z G2 23,91
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i c12 23,88 [ c12 20,24 © H6 15,11
D1 30,29 D1 24,12 E7 31,9
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8 D5 29,73 s D5 23,89 g E11 33,22
3 D6 30,59 = D6 23,84 E12 32,59
D7 27,61 D7 19,46) F1 31,65
~ D8 27,31 g D8 19,74 ~ F2 31,79
Q D9 26,87 & D9 19,64/ Q F3 31,79
2 D10 27,51 T D10 19,84 £ F4 32,74
o p11 27,42 s D11 19,75 3 5 31,42
3 D12 27,53 = D12 19,87 8 F6 32,27
E1 20,43 El 19,36/ F7 32,16
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