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ONSOz

TUBITAK 1001 programi kapsaminda 114E111 proje numarasi ile 2 yil boyunca desteklenen
bu projede farkli biyolojik olaylari belirten farkh blaylk dlgekli biyolojik aglar entegre edilmis
ve alt gizge oruntilerinin sayllmasi ile aglar icin topolojik 6zellik vektorleri olusturulmustur.
Farkli doku ve hastaliklara ait aglarin karsilastiriimasi ile dokulara ve hastaliklara 6zgi alt
gizge oruntileri belirlenmigtir. Karsilastirilan aglarin hizalanip benzer kisimlarinin da etkili
gérsellestirilebilmesi igin hizalanmis aglar igin 6zellesmis bir ag yerlestirme (ing. graph
layout) yontemi gelistirilmistir. Bir doktora ve bir ylksek lisans tezi kapsaminda yapilan proje
¢alismalarindan bir konferans bildirisi ve bir dergi makalesi Uretilmigtir.
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OzZET

Bu projede, entegre genom-0lcekli aglarin yonlu gizgecik imzalari kullanilarak analiz edilmesi
icin yontemler gelistiriimistir. Ek olarak, hizalanmis aglarin etkili gérsellestirilebilmesi icin bir

ag yerlestirme yontemi dnerilmigtir.

Bayuk hacimli verilerin heterojenligi nedeniyle entegre genom-o6lgekli aglarin analizi zor bir
arastirma problemidir. Biyolojik aglarin karakterizasyonu icin cizgecik sayilari gibi birgok
topolojik 6lcit bulunmaktadir. Bu projede, etiketli ve ¢ok ydnlU cgizgelerdeki kiiguk alt-cizge
oruntilerini saymak icin yontemler onerilmistir. Proje kapsaminda analiz ettigimiz aglar
Pathway Commons veritabanindan elde ettigimiz ve H. sapiens genlerini kapsayan fiziksel
etkilesimleri, gen duzenleyici etkilesimleri ve metabolik etkilesimleri iceren aglari entegre
ederek elde ettik. Bu entegre agl daha sonra blyuk o6¢ekli bir transkriptom profilleme
calismasini kullanarak doku ve hastalik bazinda filtreledik ve farkl doku ve hastaliklar icin
Ozel entegre aglar elde etmis olduk. YénslUz protein-protein etkilesim aglari icin énerilmis
olan gizgecik sayma fikrini gelistirerek ¢ok yonli ve etiketli aglara uyguladik ve her bir ag icin
cizgecik sayi vektorlerini olusturduk. Bu cizgecik sayilarinin istatistiksel anlamlandirmasini
rastgele aglardan elde ettigimiz cizgecik sayilari ile karsilastirarak gerceklestirdik. Cizgecik
sayllarinin etkinligini farkli doku ve hastaliklardaki gizgecik sayilarini karsilastirarak ve farkli
durumlardaki aglari kimeleyerek gosterdik. Elde ettigimiz sonuglar entegre biyolojik aglarda
¢ok sayida istatistiksel anlamli gizgecigin bulundugunu ve aglarin kimelenmesi ve sistem
seviyesinde doku ve hastalik aglarinin karsilastiriimasi i¢in ¢izgecik sayilarinin etkili bir
gb6sterim oldugunu ortaya koymaktadir. Ek olarak, énerilen gizge yerlestirme algoritmasinin
karsilastirilan aglardaki benzerlik ve farkhhklarin gérsellestirimesi igin etkin bir ydontem oldugu

gOsterilmistir.

Anahtar kelimeler: entegre biyolojik aglar, ag karsilastirma, yonlu gizgecikler, hizalanmig

aglarin gorsellestiriimesi.



ABSTRACT

In this project, we developed a framework for the analysis of integrated genome-scale
networks using using directed graphlet signatures. In addition, we developed a novel graph

layout algorithm specific for visualizing aligned networks.

Analysis of integrated genome-scale networks is a challenging problem due to heterogeneity
of high-throughput data. There are several topological measures, such as graphlet counts,
for characterization of biological networks. In this project, we present methods for counting
small sub-graph patterns in integrated genome-scale networks which are modeled as
labeled multidigraphs. We have obtained physical, regulatory, and metabolic interactions
between H. sapiens proteins from the Pathway Commons database. The integrated network
is filtered for tissue/disease specific proteins by using a large-scale human transcriptional
profiling study, resulting in several tissue and disease specific sub-networks. We have
applied and extended the idea of graphlet counting in undirected protein-protein interaction
(PPI) networks to directed multi-labeled networks and represented each network as a vector
of graphlet counts. Graphlet counts are assessed for statistical significance by comparison
against a set of randomized networks. We present our results on analysis of differential
graphlets between different conditions and on the utility of graphlet count vectors for
clustering multiple condition specific networks. Our results show that there are numerous
statistically significant graphlets in integrated biological networks and the graphlet signature
vector can be used as an effective representation of a multi-labeled network for clustering
and systems level analysis of tissue/disease specific networks. In addition, the proposed
graph layout algorithm can be used to visualize the similarities and differences between

aligned regions of these networks.

Keywords: integrated bilogical networks, network comparison, directed graphlets,

visualization of network alignments.
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1. GIRIS

Hucresel aglar DNA, RNA, protein ve metabolitler arasindaki etkilesimleri gdstermeleri
acisindan blylk dnem tasirlar. Gen dizenleyici ve sinyal iletim aglari gen baskilama ve
aktive etme olaylarinin hicrede nasil gergeklestigini ve bu islemlerin hangi proteinlerin
uretiimesine sebep oldugunu gdstermektedir. Protein etkilesim aglari, protein bilesikleri
olusturmak ve proteinlerin bagka proteinleri aktiflestirmesi gibi, proteinler arasi etkilesimleri
gOstermektedir. Metabolik aglar, enerji tretimi ve madde sentezleme gibi yasam doénglsu
icin temel olan metabolik reaksiyonlarin birbirleriyle olan etkilesimlerini gostermektedir.

BlyUk hacimli genomik, transcriptomik, metabolik ve proteomik verilerinin kamuya acik
veritabanlarinda gunden gune artmasi ile heterojen ve dinamik biyolojik aglarin entegre bir
sekilde analizi mumkan hale gelmigtir. Pathway Commons (Cerami vd., 2011), BioGRID
(Stark vd., 2006) ve Human Protein Reference Database (HPRD) (Keshava Prasad vd.,
2009) gibi veritabanlari, gesitli blyik dlgekli ve kiglk 6lgekli deney sonuclarindan derlenen,
genler, proteinler ve kimyasal bilesenler arasinda iligkileri toplu bir sekilde organize etmekte
ve kullanima hazir bir durumda arastirmacilara sunmaktadirlar. Ek olarak, BioPAX (Demir
vd., 2010) gibi gosterimler ile farkl tir biyolojik aglarin farkh veritabanlari ve uygulamalar
arasinda tasinmasi ve kullanimi mumkin hale gelmektedir. Bu tur veritabanlarinda her ne
kadar farkh tiirde etkilesimler bulunsa da gen dizenleyici aglar, metabolik aglar ve fiziksel
protein-protein etkilesim aglarinin tek bir entegre agda analizi hala bir arastirma problemi
olarak durmaktadir.

Bu projede, etiketli ve ¢ok yonlu gizgeler olarak modellenen entegre heterojen aglar Gzerinde
olan batin kuglk alt-gizge orintilerini saymak igin yontemler gelistirdik. Farkli dokular ve
hastaliklara 6zgu 141 genom-dlgekli ag elde ettik. Bu aglarda hem fiziksel protein
etkilesimleri, hem metabolik etkilesimler, hem de gen dlzenleyici etkilesimler agdaki kenarlar
uzerinde farkh etiketler olarak gosterilerek entegre edildi. Daha 6nce yonsuz protein-protein
etkilesim aglari icin dnerilmis olan c¢izgecik sayma fikrini gelistirerek yonlu ve birden fazla
etiketli kenarlar icerebilen aglara uyarladik ve her bir ad icin cizgecik sayi vektorlerini
olusturduk. Sadece 2 ve 3 dugumli alt gizgeler sayildiginda bile olasi gizgecik tirleri on
binlere ¢iktigi icin hem agda en az gecme sayisini egik degeri kullandik hem de istatistiksel
olarak anlamli olan cizgecikleri belirlemek igin rastgele aglardan elde ettigimiz gizgecik
sayilarini kullandik. Elde ettigimiz cizgecik sayilarinin biyolojik olarak anlamlandiriimasi ve
bircok farkl analiz igin faydali oldugunu gdstermek icin doku ve hastaliklar arasinda farkli
sayllarda goziken cizgecikleri tespit ettik ve ayrica sadece gizgecik imzalarini kullanarak

farkli durumlardaki aglari dogru sekilde kimeleyebildigimizi gosterdik.
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Proje dnerisinde belirtmis oldugumuz temel amaglar olan 1) protein etkilesim, metabolik, gen
dizenleyici ve sinyal iletim aglarini birlestirerek sistem seviyesinde ve hastalik, zaman, doku
vb. farkh durumlara bagh etkilesim aglar olusturmak ve 2) bu aglari karsilastirmak igin yerel
topolojik 6zellik vektorleri tabanli etkin bir yontem gelistirmek amacglarini proje sonunda
gercgeklestirmis bulunuyoruz. Bu hedeflere ulasmak amaciyla tanimlanmis 8 is paketi de
sonuc¢lanmistir. Proje ciktisi olarak ACM-BCB 2016 konferansi kapsaminda yapilan CNB-
MAC (islemsel Ag Biyolojisi — Modelleme, Analiz ve Kontrol) galistayinda bir bildiri sunulmus
ve bu bildirinin uzun hali BMC Bioinformatics dergisinde yayinlanmak izere kabul edilmistir
(bildiri ve makale Ekler listesinde sunulmaktadir). Final raporunun yazilmasi sirasinda dergi
makalesi Uzerinde editér ofisinden gelen son sekilsel dizeltmeler yapilmis ve makale su
anda basim asamasindadir. Arzu Burgak Sénmez doktora tezini ve Andag¢ Akarsu da ylksek
lisans tezini hazirlamaktadir.

2. LITERATUR OZETi

Son yillarda teknolojik gelismelerin de yardimiyla ylksek miktarda hicresel etkilesim verisi
elde edilmistir. YUksek miktardaki bu veriler Gzerinde yapilan galismalar arastirmacilara,
hicresel faaliyetlerin ve hastalik mekanizmasinin anlasiimasi bakimindan ¢ok énemli fikirler
vermektedir. Bu alanda yapilan ¢alismalarda etkilesim aglarinin kargilastirmali analizi dnemli
bir yer tutmaktadir.

Blyik dlgekli etkilesim aglarini yapisal olarak karsilastirirken cizge esbigimlilik (ing. graph
isomorphism) problemi karsimiza c¢ikar. Bu problemin ¢ézimi 6zellikle buylk dlgekl
etkilesim aglarinda uzun sdreler aldigindan farkli ¢6zim vyollari aranmistir.  Cesitli
organizmalarin protein etkilesim aglari Gzerinde yapilan bir ¢alismada (Przulj, 2007), bu
probleme ¢6ziim olarak gizgecik (ing. graphlet) adi verilen bolgesel yapilardan
yararlanilmistir. Cizgecikler, blylk gizgelerin, baglantili, esbicimli olmayan, tiiretiimis (ing.
induced) altgizgeleridir. Bu yapilar aglarin yerel topolojik benzerliklerini 6lgmek igin
kullaniimigtir. Karsilastirilan etkilesim aglarinda, bu bolgesel yapilarin tekrar etme sayilari
saptanarak bir dagiim elde edilmekte, bu dagilimlar birbirleriyle karsilagtiriimaktadir.
Onerilen ydntem ylksek sayida karsilastirma kriteri igerdiginden, aglar arasi benzerlik
yakalama olasihgi yuksektir.

Ancak, Przulj'in galismasinda gizgecik adi verilen bolgesel yapilarin tekrar etme sayilari

rastgele modellenmis bir etkilesim adiyla karsilastirimamis boéylece istatistiksel olarak



anlamh olup olmadigi kontrol edilmemistir. Ayrica karsilastirma islemi sadece protein
etkilesim aglar Uzerinde yapilmistir. Uzerinde c¢alisilan etkilesim verilerinin yén bilgisi

olmadigindan, ¢izgecik adi verilen yapilarda da yon bilgisi dikkate alinmamistir.

Yapilan bir diger galismada, bir etkilesim agina ait motif adi verilen, istatistiksel olarak
anlamh ag baglanti érintilerini saptamak igin bir algoritma gelistirilimistir (Milo vd., 2002). Bir
oruntunin ag motifi 6zelligi gosterip gostermedigdini belirlemek igin, gercek etkilesim agi
Uzerindeki tekrarlanma sayisi ile gercek etkilesim aginin yapisal 6zelliklerini tasiyan rastgele
olusturulmus model ag Uzerindeki tekrarlanma sayisi karsilastiriimistir. Bu uygulamada da
etkilesim agdlari cizgelerle temsil edilmistir. Bu algoritmaya goére, 6ncelikle, farkli sayilarda
digum noktasina sahip alt gizgelerin, gercek etkilesim adini sembolize eden ¢izge Uzerinde
bulunma sayisi tespit edilerek, her n-dugum noktasina sahip altgizge icin bu sayilar
kaydedilmistir. Ayni islem rastgele olusturulmus model adi temsil eden ¢izge Uzerinde tekrar
edilmistir. Sonug¢ olarak, n-digim noktasi iceren alt gizge sayilari karsilastiriimistir. Bu
karsilastirma sonucunda n-digim noktasina sahip bir altgizgenin, rastgele olusturulmus
agda bulunma sikhginin, gergcek agda bulunma sikhidina esit ya da ondan yiksek olma
olasiligr belli bir limit degerin altindaysa, bu altgizgeye, ag motifi adi verilmistir. Bu
uygulamayi ilk olarak transkripsiyon diuzenleme aglari Gzerinde gergeklestirmislerdir. Bu
aglar yonlu aglar olduklar icin etkilesim yoénleri de dikkate alinmistir (Milo vd., 2002).
Yaptiklari baska bir calismada ise (Yeger-Lotem vd., 2004), bu ybntem biraz daha
geligtiriimis ve transkripsiyon dizenleme aglari ve protein etkilesim aglarinin birlesiminden
elde edilen etkilesim agi lzerinde uygulanmistir. iki farkl etkilesim agdi kullanildigi igin,
motifler belirlenirken, etkilesim yoénlerinin yaninda iki farkl etkilesim c¢esidi de dikkate
alinmistir. Motiflerin tekrar etme sayilari rastgele aglarla karsilastirilip belli bir limit degere
gbre dederlendirildigi icin cgizgeciklere gore istatistiksel olarak daha anlamlidir ancak bu

galisma sadece iki gesit etkilesimi dikkate almistir.

Farkl organizmalarin etkilesim aglarini olusturan molekuller arasi etkilesim verileri birbirlerini
tamamlayici niteliktedir. Ornek olarak, metabolik bir reaksiyonda gérev alan bir enzim ayni
zamanda protein etkilesim aginda adi gecen bir protein ve gen duzenleyici bir etkilesimin
elemani olabilir. Sonu¢ olarak hicresel etkilesimleri daha kapsamli ve ¢ok yonla
inceleyebilmek igin farkli cinsten etkilesim aglarinin birlestiriimesi énemlidir. Bu nedenle farkli
etkilesim tiplerinin birlikte degerlendirildigi calismalar son dénemlerde 6nem kazanmistir.
Ornek olarak, protein etkilegim aglari ve gen ifade verileri birlikte kullanilarak hastaliklarin
altinda yatan isleyisin aydinlatildigi ¢alismalari gdsterebiliriz (Cline vd., 2007; Maraziotis vd.,
2007).



Yapilan bir baska c¢alisma ise daha fazla etkilesim tipini birlestirmektedir (Kamburov vd.,
2009). Calismanin guncel halinde (Kamburov vd., 2013), 30 farkli veritabanindan alinan
farkh turdeki etkilesim verileri ConsensusPathDB veritabaninda toplanmistir. Bu veritabani,
bir araylz sayesinde birlestiriimis etkilesim verilerinin sorgulanmasini ve gdrintilenmesini
saglamaktadir. Bu veritabaninda biyokimyasal reaksiyon, gen regulasyonu ve fiziksel
etkilesim olmak Uzere ug¢ farkli etkilesim cesidi dikkate alinmistir. Ayrica etkilesen
molekdllerin  6zelliklerine gére bu etkilesim cesitleri kendi iglerinde de birbirinden
ayrilmaktadir. Bu etkilesim cesitleri de 7 farkli kenar semboliyle gorsellenerek kullanicinin

bilgisine sunulmustur.

Paxtools yazilimlar grubu (Demir vd., 2013) entegre BioPAX aglarini sorgulamak,
gorsellestirmek ve farkli formatlara donustirmek icin birgcok ydntem icermektedir ama
cizgecik sayimi gibi ileri seviye algoritmalar henuz bu acgik kaynakl yazilim grubuna dahil
degildir.

Biyolojik ag verisinin hacminin bUyUmesine paralel olarak aglarin dinamik dogasinin
modellenmesi de 6nemli bir problemdir. Bu amacla dokulara 6zgl aglarin belirlenmesi icin
calismalar yapilmistir (Will ve Helms, 2016; Kotlyar vd., 2016). Ama hem fiziksel
etkilesimlerin, hem gen dizenleme etkilesimlerinin, hem de metabolik etkilesimlerin entegre

edilerek doku ya da hastalik bazinda aglarin olusturuldugu bir calisma bulunmamaktadir.

Gizgecikler bir gizgenin topolojik 6zellikleri hakkinda daha detayh bilgi verebillen kigik alt-
gizgeler olarak tanimlanir. Tek ddgumlerle ilgili ortalama derece, derece dagdihmi gibi
topolojik 6zelliklere ek olarak, gizgecikler bir dugumun cevresi ile ilgili daha kapsamli bilgi
saglarlar. ilk olarak 2007 yilinda Przulj (2007) tarafindan énerilen gizgeciklerin biyolojik
aglarin analizi ve karsilagtirmasinda etkili olduklar gésterilmistir (Hayes vd., 2013). Fakat
olasi farkli gizgecik sayilarini digim sayisi ile birlikte Ussel olarak artmasi nedeniyle
gizgeciklerin hizh bir sekilde buyuk cizgelerde sayilabilmesi zor bir problemdir. 2-5 diagum
buyukliginde yonli veya yonsuz gizgelerin hizli sayilmasi igin birgok algoritma gelistirilmistir
(Marcus ve Shavitt, 2012; Meira vd., 2014; Hocevar ve Demsar, 2014). Fakat bu yéntemlerin
higbirisi cok etiketli kenarlari gézénine almamaktadir. Farkli ¢izgecik sayilarinin Ussel olarak
artmasi ¢ok etiketli yonlu ¢izgelerde ¢ok daha hizl bir sekilde gergceklesmektedir. Bu projede
yonll ve ¢ok etiketli cizgecikler entegre aglarda sayilmis ve biyolojik olarak kullanim alanlari

ve etkinlikleri gosterilmistir. Bu yonlyle ¢calismamiz bu alanda bir ilk olmustur.



3. GEREC VE YONTEM

Bu boélimde doku ve hastaliklara 6zel entegre aglarin Pathway Commons veritabani ve
NCBI GEO veritabanindaki GSE7307 transkriptom verisi kullanilarak nasil elde edildigi ve
cok etiketli yonll gizgeciklerin nasil sayildigi anlatiimaktadir. Ayrica cizgecik sayilarinin
istatistiksel olarak anlamlandiriima yonteminin detaylari da verilmektedir. Son olarak iki agda
benzer olan alt aglarn etkili gorsellegtirilebilmesi icin gelistirdigimiz ag yerlestirme

algoritmasinin da detaylari verilmektedir.

3.1 Entegre Biyolojik Aglarin Olusturulmasi

Bu proje calismasinda elde ettigimiz 141 doku/hastalik entegre agini olusturmak igin 2
veritabanindan faydalandik: 1) Pathway Commons veritabani ve 2) NCBI GEO veritabani.
Pathway Commons hem uygulamalar hem de cesitli veriler iceren bir biyolojik ag portalidir.
Bu projede Pathway Commons’da sunulan SIF formatindaki aglar kullaniimistir. SIF
formatinda elde ettiimiz bu ad, Reactome, HPRD ve BioGRID gibi birgok farkh veri
kaynagindan olusturulmustur. Bu entegre ag 19537 insan proteini arasindaki 883211
etkilesimi icermektedir. Tablo 1'de bu agda bulunan etkilesim tipleri ve sayilari verilmektedir.
Fiziksel etkilesimde olma ve ayni komplekste olma tipindeki etkilesimler yénsuz, digerleri ise

yonlu etkilesimlerdir.

Tablo 1. Pathway Commons’dan elde edilen agdaki etkilesim tipleri ve sayilari

Etkilesim Tipi Etkilesim Sayisi
Fiziksel etkilesim 369895

Ayni komplekste bulunma 153603
Fosforilasyonunu kontrol etme 15636

Bir dnceki reaksiyonu katalize etme 120948

Gen ifadesini kontrol etme 110013
Tasinmasini kontrol etme 6960

Durum degisikligini kontrol etme 106156

Fosforilasyon ve tasinmayi kontrol etme etkilesimlerinin tamami ayni zamanda durum
degisikligi etkilesimi olarak da gosterildigi igin durum degisikliginin bir alt kimesi olan bu
etkilesim tiplerini kenar etiketi sayisini azaltmak amaciyla gézardi ettik. Sonug olarak 19537
proten arasinda 523498 yonsuz ve 337117 yonlu etkilesim iceren bir ag elde ettik. Bu ag
hem fiziksel etkilesimler, hem gen dizenleyici etkilesimler, hem de metabolik etkilesimler




icermektedir. Iki protein arasinda varolan farkl tipteki etkilesimleri tek bir cok etiketli yénlii
kenar haline doénustirerek gosterdik ve bunun sonucunda 760,754 protein ikilisi arasinda
toplam 1,521,508 yonla etkilesim olan bir entegre ag elde etmis olduk. Bu goésterimde
yonsuz etkilesimlere ek olarak yonlu etkilesimler de iki yonlu etkilesim olarak kenar lizerinde
gOsterilmistir. Yani A proteini B proteininin durumunu kontrol ediyorsa, A’dan B’ye olan
“durumunu kontrol eder” kenarina ek olarak B'’den A'ya da “durumu kontrol edilir’ etkilesimi
eklenmektedir. Bu kenarlari ikilik duzende bir kodlama ile gostererek kenar Oruntulerinin

sayllmasini gergeklestirdik. Bu yontemin detaylari bir sonraki alt bélimde anlatiimaktadir.

Belirli dokularda ve hastalik durumlarinda aktif olan genleri belirlemek icin bir blylk dlgekli
bir transkriptom profilleme deney verisi kullandik. Aktif genler listesini kullanarak ilk adimda
elde ettigimiz ana ¢izgenin aktif olan genleri iceren alt gizgesini kullanarak o hastalija ya da
dokuya ait olan agi elde etmis olduk. Aktif genleri belirlemek icin GSE7307 mikrodizi veri
setini kullandik. Bu veri setinde 90 farkli doku tipinden toplam 677 6érnek analiz edilmistir.
Bazi doku tipleri hastalik durumlarini da icerdiginden farkli doku ve hastaliklari gésteren
toplam 141 o6rnek tipi bulunmaktadir. RMA ile normalize edilmis gen ifade degerlerini
kullanarak aktif genleri belirledik. Aktiflik olarak dislk bir esik degeri kullanarak parlakhk
degeri 10.0 Uzerinde olan bitlin genleri aktif olarak kabul ettik. Bunun sonucunda 11931’den
(retrocervical infiltrate normal érnek tipi) 15853’e (MDA-MB231 kontrol érnek tipi) degisen

dugum sayilarinda toplam 141 tane entegre ag elde ettik.

3.2 Yonlu Cizgeciklerin Sayilmasi

Bir entegre biyolojik agdaki protein ciftler arasindaki etiketli etkilesim listesi verildiginde her
bir proteinden digerine olan yonli ¢ok etiketli etkilesimi 8 bit bir vektdr olarak kodlayarak
gizgeyi bir yakinlik listesi (ing. adjancency list) olarak gosterdik. Bu kodlamada A ve B
proteinleri arasindaki bir kenarin, ilk iki biti yénsiz etkilesimleri géstermekte, devam eden l¢
biti A'dan B’ye olan yonli etkilesimleri ve son Ug¢ biti de B'den A’ya olan yonlu etkilesimleri
gbstermektedir. Tablo 2'de hangi etkilesim tipinin bu kodlamada hangi bite atandidi

gOsterilmektedir.



Tablo 2. ki protein arasindaki farkl etkilesimlerin kodlanmasi

Bit Etkilesim Tipi

Fiziksel etkilesim

Ayni komplekste bulunma

Bir 6nceki reaksiyonu katalize etme

Gen ifadesini kontrol etme

Durum degisikligini kontrol etme

Bir sonraki bir reaksiyonu katalize etme

Gen ifadesinin kontrol edilmesi

0| N| O O &l W N -~

Durum degisikliginin kontrol edilmesi

Ornek olarak A ve B proteinleri arasinda asagida yer alan etkilesimler verildiginde:

A B ayni komplekste
A B gen ifadesini kontrol etme

B A bir 6nceki reaksiyonu katalize etme

yakinlik listesinde A’dan B’ya olan kenar 01010100 olarak kodlanmakta ve B’den A’ya olan
kenar da 01100010 olarak kodlanmaktadir. Bu kodlama sisteminde her bir proteinin yakinlik
listesi komsulari ile olan bitlin etkilesim bilgilerini tutmaktadir. Hash tablosu tabanli bir
sayma yontemi ile agdaki butin gizgecikleri saydik. Bu projede 2 ve 3 dugum iceren butin
gizgecikleri saydik. Daha buytik ¢izgecikler igin hash tablosu tabanli sayma yéntemi yetersiz
kalmaktadir ve projeyi takip edecek arastirmalar tarafindan daha buyuk cizgeciklerin hizh
sayllmasi icin yontemler gelistirilebilir. Bu projede biz 2 ve 3 digumli gizgeciklerin farkl tur
kenarlar iceren bir entegre agi karakterize etmede ve farkli doku ve hastaliklar arasindaki

farklar ortaya gikarmada etkili oldugunu goésterdik.

iki diiguml bir gizgecik basit olarak iki protein arasindaki 8 bit ile kodlanmis kenar vektorii
olarak gosterilebilir. Bu vektoru standart bir hash tablosu veri yapisinda anahtar olarak
kullanip entegre agdaki butun farkh 2 dugumlu cizgecikleri butin kenarlarin Uzerinden
gecerek sayabiliriz. Fakat dikkat edilmesi gereken bir husus A’dan B’ye olan kenar ve B’den
A’ya olan kenarin simetrik fakat birbirlerinden farkli kodlanmasi nedeniyle bu tur kenarlarin
sayisinin hash tablosunda iki kere ayri ayri anahtarlarda sayildigi ve bu sayinin yanhglikla iki
kez cikti olarak verilmemesidir. Bu izomorfik cizgecikler cizgecik sayilarini ¢ikti olarak

verirken gbze alinmakta ve izomorfizm testi uygulanarak her bir izomorfik gizgecikler grubu



icin bir tane cizgecik sayisi belirtiimektedir. Analiz ettigimiz 141 entegre agda 56 farkh tip iki

dugumla gizgecik bulunmaktadir.

A, B ve C proteinleri arasindaki ti¢ dugumli bir cizgecigi A-B, B-C ve C-A kenarlarinin 8 bit
kodlarinin ardisik olarak yazildigi 24 bitlik bir vektdr olarak gdsterdik. Sayma sirasinda
entegre agin kenar kiimesinde butin ardisik kenarlari olusturduk ve A-B, B-C kenarlarini
elde ettik. C ve A arasinda bir kenar olmamasi durumunda ilgili ¢izgecigin son 8 bitini
00000000 olarak belirttik. Ayni iki dGgumla gizgecikleri saydigimiz gibi 24 bitlik vektori hash
tablosunun anahtari olarak kulllanarak entegre agdaki butin olasi ¢ dugumliu gizgecikleri
saydik. Bu sayma yontemi ¢cok etiketli bir cizgecigin en spesifik bulundugu ¢izgecigi saymak
icin kullanillmaktadir. Yani c¢ok etiketli bir kenarin alt kiime etiketleri daha genel diger
gizgeciklerin sayisina bir katkida bulunmamaktadirlar. Bu da zaten hedefledigimiz bir
davranistir. izomorfik gizgecikleri yine ayni sekilde gizgecik sayilarini ¢ikti olarak verirken géz
onlne alip her bir izomorfik ¢izge grubu icin bir tane gizgecik sayisini ¢ikti olarak verdik. Ayni
zamanda, U¢ dugumli cizgecik tdrleri ¢cok fazla sayida oldugu igin bir esik degeri
uygulayarak 141 agdan herhangi birinde en az 10 kez ge¢gmeyen ug¢ dugumlu gizgecikleri
gbzard ettik. Analiz ettigimiz adlarda 7346 farkh ¢ digumli gizgecik en az bir agda 10’dan
fazla gecmektedir. En buylk doku/hastalik aginda bitin 2 ve 3 digumlu gizgecikleri sayma
islemi 1.4 GHz Intel Core i5 islemcili ve 4 GB hafizali bir MacBook Air dizUstu bilgisayarda 15
dakikada tamamlanabilmektedir.

3.3 Gizgeciklerin Istatistiksel Olarak Anlamlandiriimasi

Belirli bir gizgecik sayisinin z-puanini o ¢izgecik sayisini, gercek aglarla ayni derece
dagilimina sahip bir rastgele aglar kimesindeki ¢izgecik sayilar ile karsilastirarak
hesapladik. Cok etiketli ve yonll bir gizgenin derece dagilimi bir digimden ¢ikan ya da ona
dogru olan kenarlarin hepsinin gézénune alan ¢ok boyutlu bir dagilimdir. 141 doku aginda en
sik gecen cok etiketli kenar 10000000 kodlu fiziksel etkilesim kenaridir. Bu kenar ortalama
olarak 542829,58 kere ge¢cmektedir. En az siklikla bulunan ¢ok etiketli kenar ise 00101101
kodlu (bir dnceki reaksiyonu kataliz etme, durum degisikligini kontrol etme, bir sonraki
reaksiyonu kataliz etme ve durum degisikliginin kontrol edilmesi) kenaridir. Bu kenar da
ortalama 10,83 kez gegmektedir. 56 farkli ¢ok etiketli kenardan 12 tanesi, 141 ag iginde
ortalama 1000 ya da daha fazla geg¢mektedir. 28 tanesi ise 100 ya da daha fazla
gecmektedir.



141 doku/hastalik aginin her birini kenar karigtirma yontemi ile rastsallastirdik. Ayni ¢oklu
etikete sahip rastgele secilmis iki kenari etkilesen proteinler yer degistirecek sekilde
degistirdik. Ornek olarak, eger A-B ve C-D kenarlari ayni etikete yani ayni 8 bitlik koda sahip
kenarlar ise, agdan A-B ve C-D kenarlarini ¢ikartip A-D ve C-B kenarlarini ekledik. Bu islem
sirasinda A, B, C ve D proteinlerinin birbirlerinden farkli proteinler olduguna dikkat ederek
rastsallastirma sirasinda 6z-kenarlar olusmasini engellemis olduk. Butlin kenarlari bu sekilde
karistirdiktan sonra bu 141 agdaki iki ve U¢ dugumlu gizgecikleri saydik. Bir gizgecik igin
rastgele cizgelerdeki ortalama cizgecik sayisini, mg, ve standard sapmasini, sy, hesapladik.
Ayrica gizgecik sayilarinin bu rastegele aglarda normal dagilimda oldugunu kontrol ettik ve
daha sonra gercek bir doku ya da hastalik aginda cq kez kegen bir g gizgeciginin z-puanini
asagidaki denklem ile hesapladik:

Zg =(Cg—mg)/sg

Egder bir cizgecik rastgele aglarin higbirinde ge¢miyorsa yani mg ve sq 0 ise 0 zaman o
gizgecigin z-puanini tanimsiz olarak belirledik.

3.4 Cizgelerde Eslesen Bolgelerin Etkili Gorsellestirilmesi

Doku veya hastaliga 6zgu iki cizge arasinda eslesen bir alt-cizgenin anlamli bir sekilde
gorsellestirilebilmesi varolan gizge yerlestirme (ing. graph layout) yéntemleri ile mimkin
olmamaktadir; ¢linkl varolan yontemler tek bir ¢izge igin tasarlandiklarindan farkh gizgelerin
digumleri karigik olarak yerlestiriimektedir. Bu sorunu ¢6ézmek igin bizim O6nerdigimiz
yontemde farkli gizgelerin digimleri x=0 dodrusunun solunda ve sagdinda yer alacak sekilde
oncelikle yerlestirilirler. Burada ¢6zmemiz gereken bir problem hangi dugumlerin eslestigini
belirten eslesme kenarlarinin birbiri ile kesigerek algilamayi zorlagstirmamasidir. Bunun igin
eslesen dugumler ayni y koordinatina sahip olacak sekilde soldaki ya da sagdaki gizgede bir
siralama yaplilabilir. Bu siralama igin herhangi bir permutasyon kullanildiginda bu sefer
gizgelerin kendi iclerindeki kenarlar birbirleri ile ¢cok sayida kesisebilirler ve bu da gizgelerin
eslesen alt cigelerinin birbirlerine ne kadar benzediginin algilanmasini zorlastirir. Birbirleri
arasinda kenar olan digumlerin permutasyonda birbirlerine yakin olacak sekilde bir siralama
bulunmasi NP-tam bir problem olan minimum lineer ayarlama (ing. Minimum Linear
Arrangement) problemi ile ayni problemdir. Bu nedenle bu projede minimum lineer ayarlama
problemi igin 6nerilmis yaklasik ¢dzimlerden birisi olan Koren ve Harel (2002) yonteminden
faydalandik. ilk olarak birinci gizgenin diigimlerini yukaridan asagiya, digimler rastgele
siralanacak sekilde siraladik. ikinci gizgenin digumlerini de birinci gizgeyi referans alarak

eslesen dugumler karsi karsiya gelecek sekilde siraladik. Daha sonra her bir gizge igin



sirayla digim pozisyonlarinin hesaplandigyi bir yontem izledik. ilk énce digumlerin y
koordinatlarini hesaplayip daha sonra x koordinatlarini belirledik. y koordinatlarini belirlemek
icin Koren ve Harelin dnerdigi ¢6zimde ayarlamanin maliyetini azaltmak amaciyla
kullandiklari medyan tekrarlama (ing. median iteration) yéntemini kullandik. Bu yéntemde
her bir dugum icin komsularini ve kendisini gézonune alip bunlarin o anki iterasyondaki y
koordinatlarinin medyanini hesapladik ve o digimi bu medyan pozisyonuna tasidik. Bu
islemi belirli bir sayida tekrar ederek birbirine bagh olan dugimlerin yakin y koordinatlarinda
yer almalarini saglamis olduk. x koordinatlari icin derecesi ylksek olan dugumlerin x=0
dogrusunda daha uzakta olmasini saglamak icin onlarin x koordinatlarini daha solda ya da
daha sagda olacak sekilde dereceye bagli olaraki dliizenledik.

Sekil 1’de birbirleri ile eslesen iki alt-gizge igin drnek bir gizge yerlesim sonucu verilmektedir.

—b?561

— 2375

Sekil 1. Eslesen alt-gizgelerin 6nerilen gizge yerlestirme yontemi ile gorsellestiriimesi

4. BULGULAR

Yonlu ve cok etiketli cizgecik sayilarinin olasi kullanim alanlarini G¢ ayri problem altinda
ornekledik. ik olarak biiyiit hastalik ve doku aglarinda istatistiksel olarak en anlamli ¢ikan
cizgecikleri detayh olarak inceledik. Daha sonra farkl doku ya da hastaliklarin gruplanmasi
icin bu cizgeciklerin nasil kullanilabilecegini irdeledik. Son olarak da iki durum arasinda
(6rnek: hastalikli doku, saghkli doku) farkli sayilarda olan gizgecikleri inceledik. Asagida alt

bolumlerde elde ettigimiz sonuglar detayl olarak anlatiimaktadir.
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4.1 istatistiksel Olarak Anlamli Cizgecikler

inceledigimiz 141 doku/hastalik adinda en anlami ¢ikan gizgecikeri bu bdlimde
detaylandirdik. Rastgele adlarin higbirinde olmayan c¢izgecikler igin bir z-puani
hesaplanamadigindan bunlari gézardi ettik. Bu sekilde 2766 c¢izgecik vardi. Kalan 4636
cizgecikten 275 tanesi 100.00’in Gzerinde bir z-puani elde etti.

Sekil 2’”de 141 doku agi icinde ortalama 6913,36 z-puanina sahip, istatistiksel olarak en
anlamh c¢izgecik verilmektedir. 141 rastgele agda bu c¢izgecik ortalama 10,35 kere
gecmesine ragmen gercek aglarda ortalama elli binden fazla geg¢mektedir. Bu ¢izgecikte
hem metbolik hem de protein kompleks etkilesimleri yer almaktadir. Biyolojik olarak ilging
olabilecek bir gbzlem ise metabolik reaksiyonlarda birbirinin hem o6ncesinde hem de

sonrasinda yer alan proteinlerin ¢goklugudur.

Sekil 2. 141 doku/hastalik aginda istatistiksel olarak en anlamli gizgecik

istatistiksel olarak anlamli gizgeciklerin ¢ok olmasi nedeniyle, biyolojik olarak ilging olan
anlamh gizgecikleri incelemek igin z-puani 141 ag iginde olduk¢a degisim gosteren anlaml
cizgeciklere baktik. Sekil 3'te 141 doku/hastalik agi igcerisinde en fazla z-puani varyansina
sahip olan cizgecik gorilmektedir. Ortalama z-puani 4656,97 olan bu ¢izgecigin z-puani
standart sapmasi 1570,49°dur. Bu ¢izgecik U¢ protein iceren bir protein kompleksidir ve
durum degistirme ile ilgili olan etkilesimler bir ileri besleme déngiisi (ing. feed-forward loop)
motifi olusturmaktadirlar. Bu gizgecik myometrium hastalik dokusunda (MDT) 7999 z-puani
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ile en fazla gegmektedir. Ayni cizgecik retroservikal infiltrate normal dokusunda (RINT)
1702,81 z-puani ile yaklasik olarak 4 kez daha az gegcmektedir.

in-complex-with

Sekil 3. En fazla z-puani varyansina sahip anlamlh gizgecik

Doku adlari iginde ylksek z-puani varyansina sahip olan bir baska ilgin¢ gizgecik Sekil 4’te
verilmektedir. Bu c¢izgecikte, durum degistirme etkilesimleri batin U¢ protein arasinda
birbirlerinin durumlarini degistirme etkilesimi olarak géze ¢arpmakta, ayrica bu proteinlerden
ikisi birbirleri ile bir kompleks olusturmus durumdadir. Bu ¢izgecik endometriyum yumurtalk
hastalik dokusunda (EODT) 7564 kez ge¢gmesine ragmen iskelet kas dokusunda (SMSQNT)
1378 kez gegmekedir. Bu gizgecigin rastgele aglarda ortamala bulunma miktari 2.0’dir.

Sekil 4. Yiksek z-puani varyansina sahip bir bagka anlamli gizgecik
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4.2 Doku ve Hastalik Aglarinin Gizgecik imzalari Kullanilarak Kiimelenmesi

Cizgeciklerin z-puanlarini kullanarak (yine bir onceki bolumde anlatildigi gibi z-puani
hesaplanamayan cizgecikleri gézardi ederek) her bir doku/hastalik agini ¢izgeciklerin z-
puanlarindan olusan bir vektor olarak gosterdik. Bu sekilde bir vektdr gdsteriminden sonra
bircok farli kimeleme, siniflandirma yoéntemleri kullanilarak bu aglar analiz edilebilir. Bu
boélimde biz, hiyerarsik kiimeleme ve temel bilesen analizi (ing. Principal Component
Analysis) (PCA) yéntemlerini uygulamamiz sonucunda elde ettigimiz bulgulari sunduk. Bu
analizler igcin TM4 MeV: MultiExperiment Viewer versiyon 4.9 (Saeed vd., 2003) yazilimini
kullandik. Bu yazilim aslinda mikrodizin analizleri i¢in tasarlanmis bir yaziim olmasina
ragmen PCA ve hiyerarsik kimeleme gibi standart ydntemlerin vektor veriler Uzerinde

uygulanmasini igerdiginden bizim yaptigimiz analizler i¢cin uygun bir yazilimdir.

Her bir 141 ag icin elde ettigimiz cizgecik imzalari tUzerinde PCA uyguladigimizda ilk Gg¢
temel bilesen 141 agdaki varyansin %96,126’sini1 agiklamak icin yeterli oldu. Bu sonug, her
ne kadar aglarda binlerce farkli gizgecik olsa da, farkli gizgecik sayilarinin birbirleri ile
oldukga iligkili oldugunu ve aglarin aslinda c¢ok daha az boyutlu bir vektér ile
gosterilebilecedini vurgulamaktadir.
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Sekil 5. 21 beyin dokusunun ¢izgecik imzalari kullanilarak hiyerargik kimelenmesi
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Cizgecik imzalar kullanarak aglarin kimelenebilecegini gostermek icin 141 ag igerisinde
beyin dokusu ile ilgili olan 21 tane doku agini gizgecik vektorleri kullanarak kiimeledik. $ekil
5te doku aglarinin hiyerarsik kiimelenmesinin sonucu verilmektedir. Sekilden goérilecedi
Uzere benzer fonksiyonlara sahip beyin alt dokular birlikte kiimelenmiglerdir. Eger hiyerarsik
siniflandirma doért kime olusak sekilde kesilirse, bes talamus dokusundan doérdd ayni
kiimede yer almaktadir. Ayni kimeleme islemini ¢izgecik vektoérleri yerine GSE7307°deki gen
ifade verileri ile yaptigimizda talamus dokulari farkli kimelere dusmektedir. Bu da gizgecik
vektorleri ile ag gosteriminin kimelemede gen ifade verilerine gore daha etkili oldugunu
gostermektedir. Ek olarak, aglardaki aktif gen sayisi gibi basit ag ozellikleri de gizgeciklerin
olusturdugu kiimelemeden farkli kiimelemeler retmektedir. Ozet olarak, bu sonuglar farkli
tur dokularin kimelenmesi ve kargilastiriimasinda gizgecik vektorleri tabanh gosterimin etkili

bir gosterim oldugunu ortaya koymaktadir.

4.3 iki Biyolojik Durum Arasinda Farkh Sayida Olan Gizgeciklerin Belirlenmesi

Hastallk mekanizmalarini anlamada faydali olabilecek bir uygulama olarak normal ve
hastalikli dokular arasinda farkl sayida gecgen cizgecikleri arastirdik. Cizgecik z-puan
imzalarini hastalikll ve normal dokular arasinda inceleyerek bu tur gizgecikleri belirledik.
Hem hastallk hem de normal érnekler iceren talamus lateral gekirdek, prostat bezi ve deri
dokusu dérneklerinde bu analizlerimizi gergeklestirdik. iki doku arasinda farkl sayida gecen
gizgeciklerdeki proteinleri de bir fonksiyonel zenginlestirme yazilimi olan DAVID (Huang vd.,
2008) ile inceledik ve bu farklara neden olan proteinlerde éne gikan biyolojik fonksiyonlari
belirledik.

Sekil 6'da talamus lateral ¢ekirdek dokusu normal ve hastalikli dokular arasinda en fazla
z-puani degisimi gosteren c¢izgecik sunulmustur. Bu ¢izgecigin hastalikli dokudaki z-puani
-0.08’dir. Yani rastgele aglardaki ortalama sayidan bile daha az sayida bu ¢izgecik hastalikh
dokuda gecmektedir. Bu gizgecigin normal dokudaki z-puani 43,40’tir. Hastalik dokusunda
bu cizgecigi olusturan sadece 6 tane farkli protein bulunmasina ragmen normal dokuda aktif
olan 43 protein bu ¢izgecigi olusturmaktadirlar. DAVID ile iki ag arasinda bu farkliliga yol
acgan proteinlerde dne ¢ikan biyolojik fonksiyonlara baktigimizda bir cogunun blylime faktori
aktivitesi ve hucre bolunmesinin aktivasyonu ile alakali oldugu gozukmektedir. Yani hastalikli
dokuda bu proteinlerin aktive olmamasi bu fonksiyonlarin gercgeklegtirilemediginin ve

dolayisiyla hastalik mekanizmasinin bir gostergesi olabilir.
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Sekil 6. Talamus lateral ¢ekirdek dokusu hastalikli ve normal érnekte farkl sayida olan bir

gizgecik
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Sekil 7. Prostat bezi dokusu hastalikli ve normal érnekte farkli sayida olan bir gizgecik
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Sekil 7’de de prostat bezi dokusunda normal ve saglikh dokuda farkh sayida gegen bir
cizgecik gosterilmektedir. Bu c¢izgecidin normal dokudaki z-puani 7,63 iken, hastalikh
dokudaki z-puani 68,68’dir. Bu gizgecik hastalikli dokuda normale oranla yaklasik 9 kat daha
fazla gecmektedir. Hastalikli dokuda bu gizgecidi ortaya ¢ikartan 74 proteine karsilik normal
dokuda bu 74 proteinin yalnizca 28 tanesi aktif olarak goézikmektedir. Yalnizca hastalikli
dokuda aktif olan 46 proteinin fonksiyonlarini DAVID ile inceledigimizde bu proteinlerin
transmembran alici protein tirozin kinaz sinyalleme yolagi, buyime faktoru aktivitesi ve yine
hicre bolinmesinin aktivasyonu fonksiyonlari ile 6ne ¢iktigini gérmekteyiz.

Hastalik ve normal karsilastirmasinin son 6rnegi olarak normal ve hastalikli deri dokularinin
aglarini karsilastirdik. Sekil 8'de yalnizca normal deri dokusu adinda bulunan ve hastalik
doku aginda hi¢ bulunmayan bir gizgecik gdsterilmistir. Normal doku aginda bu ¢izgecigi
olusturan aktif 69 proteinin fonksiyonlarin inceledigimizde bunlarin gogunun transmembran
transport aktivitesi proteinleri oldugunu goérdik. Bu fonksiyonun yitiriimesi sonucu ortaya
¢ikmig olabilecek deri hastaligi mekanizmasini daha detayl biyolojik incelemeler sonucunda

netlestirmek mamkan olabilir.
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Sekil 8. Deri dokusu hastalikl ve normal 6rnekte farkl sayida olan bir gizgecik

16



5. TARTISMA VE SONUG

Bu proje kapsaminda yapilan c¢alismada, istatistiksel olarak anlamli olan c¢izgeciklerin
dokulari siniflandirma ve hasta ve normal dokular arasinda sistematik farklari belirleme gibi
farkli biyolojik problemlerdeki potansiyel faydalar gosterilmisti. Normal ve hastalikli
dokularda farkli sayllarda gecen cizgeciklerin biyo-belirte¢ olarak kullanilabilmeleri icin bu
farklarin arkasinda yatan biyolojik nedenler laboratuvar deneyleri ile daha detayli incelenmeli
ve dogrulanmalidir. Bu projede o6nerilen ve gerceklestirilien c¢izgecik sayma yontemi
gelistirilebilecek en hizh yontem degildir ve bu nedenle Ugten fazla dugum iceren
gizgeciklerin sayimini etkili olarak gerceklestirememektedir. Bu projeden sonra gelecekte
yapilabilecek c¢alisma olarak ¢ok etiketli yénli c¢izgeciklerin daha hizli sayilmasi igin
yontemler gelistirilebilir. Bu projede genom-olcekli entegre adlarin karakterizasyonu igin ilk
kez yonll ve ¢ok etiketli gizgeciklerin sayiimasi 6nerilmistir. Bunun gercgeklestirilebilmesi igin
bit-kodlari tanimlanmis ve hash tablosu tabanl bir yontem onerilmistir. Onerilen ydntemi
oldukga genis Olcekli 141 o&rnek igceren doku/hastalik aglarinda test ettiimizde hem
istatistiksel olarak anlamli gizgecikler bulduk hem de bu gizgecik vektdrleri tabanli gdsterimin
dokulari gen ifade verilerine kiyasla daha etkili bir sekilde kimeledigini gosterdik. Bu
gizgeciklerin, molekuler kompleksler, sinyalleme yolaklari ve metabolik yolaklar gibi daha
blylk biyolojik suregler icindeki goérevlerinin ortaya konabilmesi yine proje devaminda
yapilacak igler arasinda listelenebilir.
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