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irritabl Bagirsak Sendromunun Teshisinde Kullanilabilecek
Biyobelirte¢ Adayi Genlerin Biyoinformatik Analizlerle
Tanimlanmasi

Amag: Irritabl bagirsak sendromu (IBS), saptanabilir biyokimyasal ve yapisal anormallikler olmadan
karin agrisi veya rahatsizlik ile kombinasyon halinde bagirsak aligkanliklarinin degismesiyle
karakterize olan gastrointestinal (GI) bir bozukluktur. Hastaligin ortaya gikma nedenleri kesin olarak
bilinmemekle beraber birgok faktérl icermektedir. IBS’nin patogenezinin anlagiimasi oldukga
onemlidir. Yapilan bu calismada IBS transkriptom verisi analiz edilerek bu hastaligin ortaya
¢tkmasinda rol oynayan genler ve molekiiler mekanizmalarin tespit ediimesi amaglanmistir.

Gere¢ ve Yontemler: Biyoinformatik analiz igin segilen mikroarray verisi National Center for
Biotechnology Information (NCBI) Gene Expression Omnibus (GEO) veri tabaninda bulunan
GSE36701 koduyla depolanmis olan Gen Ekspresyon verisidir. Bu veri seti kullanilarak gen ifade
analizi, fonksiyonel kiimeleme analizi, zenginlestirme analizi ve yolak analizleri yapilmistir.

Bulgular: Calisma sonucunda konstipasyon baskin IBS alttipinde HLA-DQB1, CAPN8, RAP2C,
AGPAT4, GOLGAS8A, UNC5CL, CCL13 ve ARHGAP9 genlerinin ifade diizeyinin arttigini, SLC28A2,
CPB1, MST1L, ATXN1 ve FABP2 genlerinin ise ifade dlzeylerinin dustugunu belirledik. Diyare
baskin IBS alttipinde, ifade diizeyi artis gésteren genler CAPN8, GOLGA8A, CCL13 ve FCRLS5. ifade
dlizeyi azalanlar ise HLA-DQB1, ERAP2, MST1L ve ATXNL1 genleridir.

Sonug: Bu yaklasim sonucunda IBS’ye 6zgii molekdler profil ortaya konmus, kontrol grubuna goére
ifade diizeyleri artan veya azalan genler tespit edilmis, buna ilaveten IBS’nin alttiplerininde kendine
6zgl bir molekuler profile sahip oldugu tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Irritable bagirsak sendromu, gen ifade analizi, biyoinformatik

Identification of Candidate Biomarker Genes for Diagnosis of Irritable Bowel
Syndrome by Bioinformatic Analysis

Objective: Irritable bowel syndrome (IBS) is a gastrointestinal (Gl) disorder characterized by altering
bowel habits in combination with abdominal pain or discomfort without detectable biochemical and
structural abnormalities. Although the reasons for the occurrence of the disease are not known, it
contains many factors. Understanding the pathogenesis of IBS is very important. In this study, it was
aimed to identify the genes and molecular mechanisms involved in the emergence of this disease by
analyzing the IBS transcriptome data.

Materials and Methods: The microarray data selected for bioinformatic analysis is gene expression
data stored with the code GSE36701 in the National Center for Biotechnology Information (NCBI)
Gene Expression Omnibus (GEO) database. By using this data set, gene expression analysis,
functional cluster analysis, enrichment analysis and pathway analysis were performed.

Results: In our results, we have detected that the expression level of HLA-DQB1, CAPN8, RAP2C,
AGPAT4, GOLGAS8A, UNC5CL, CCL13 and ARHGAP9 genes increased and expression levels of
SLC28A2, CPB1, MST1L, ATXN1 and FABP2 genes decreased in the constipation dominant IBS.
In diarrhea dominant IBS subtype, CAPN8, GOLGA8A, CCL13 and FCRL5 are the genes whose
expression level increases. Decreasing expression levels are found as the HLA-DQB1, ERAP2,
MST1L and ATXN1 genes.

Conclusion: As a result of this approach, IBS-specific molecular profile has been revealed, the
genes whose expression levels increased or decreased compared to control group were identified
and it has been determined that the subtypes of IBS have a specific molecular profile.

Keywords: Irritable bowel syndrome, gene expression analysis, bioinformatics

Giris

irritabl bagirsak sendromu (IBS), saptanabilir biyokimyasal ve yapisal anormallikler
olmadan karin agrisi veya rahatsizlik ile kombinasyon halinde bagdirsak aligkanliklarinin
degismesiyle karakterize olan gastrointestinal (Gl) bir bozukluktur. IBS, é6nemli bir saglk
yuku yaratan ve yasam kalitesini ciddi oranda azaltabilen yaygin bir fonksiyonel bagirsak
hastaliidir. Hastaligin ortaya gikma nedenleri kesin olarak bilinmemekle beraber birgok
faktorl icermektedir. 1BS’nin patogenezinin anlasiimasi olduk¢a o6nemlidir, ¢Unku
glinimuizde yeni farmakoterapi ajanlari, IBS'nin bilinen patofizyolojik mekanizmalarini
hedeflemektedir (1). IBS'nin patogenezi incelendiginde, gastrointestinal motilitede
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degisiklik, beyin-bagirsak ekseninde ortaya ¢ikan
etkilesimler, enfeksiyon sonrasi goérilen reaktivite,
viseral asiri duyarhlik, fekal mikro florada degisim, gida
intoleransi, anormal karbonhidrat emilimi ve bagirsak
iltihabi gibi birgok faktériin rol oynadigi gérilmektedir.
Bununla birlikte, bu mekanizmalar arasinda 6ne gikan
semptomlar karin agrisi veya rahatsizlik hissi, ishal,
kabizlik ve sigkinlikten ibarettir. Ortaya ¢ikan tim
semptomlar mide-bagirsak ile ilgili olmayabilir. Ornegin,
bu semptomlardan birisi olan yorgunluk cok yaygin bir
durumdur ve genel olarak bakildiginda ortaya cikan
sikayetler icin semptomatik tedaviye odaklanildigi
gorulmektedir (2). Bundan dolayi hastaligin teshisinde
bir standart prosedur olusturmak igin Roma Kriterleri adi
verilen bir protokol uygulanmaktadir.

Roma |V, irritabl bagirsak sendromunu (IBS),
bagirsak aligkanliklarindaki veya digkilamalarindaki
degisiklik ile iligkili olan tekrarlayan karin agrisi ile
karakterize olan fonksiyonel bir bagirsak bozuklugu
olarak tanimlamigtir.

Dizensiz bagirsak aligkanliklari, abdominal
siskinlik / siskinlik belirtileri gibi tipik olarak mevcuttur
(diyare, kabizlik veya diyare ve kabizlidin bir karisimi).
Semptom baslangici tanidan en az 6 ay Once
gerceklesmeli ve semptomlar son 3 ay icinde mevcut
olmalidir (3).

Roma IV kriterlerine goére IBS dort alttipe
ayrilmaktadir. Bunlar; diyare baskin IBS (IBS-D),
konstipasyon baskin IBS (IBS-C), konstipasyon ve
diyarenin birlikte goéraldugd mix IBS (IBS-M), ve son
olarak alttipi belli olmayan IBS. Bu tiplendirme tamamen
hastanin verdigi bilgiler (diskilamanin sikhgi ve diskinin
kivami hakkinda) kullanilarak yapilmaktadir (3).

Bu tiplendirmenin gerekgesi, klinik denemelere
dahil edilen hastalarin homojenligini gelistirmek, etkili
tani  ve tedaviyi yonlendirmek ve potansiyel
patofizyolojik mekanizmalar hakkinda daha fazla bilgi
sahibi olmaktir (4).

Yapilan arastirmalar sonucunda ilgin¢ sonuglar da
elde edimistir. Ozellikle son vyillarda belirlenen
mikrobiyota ve beyin-bagirsak aksi Uzerine yapilan
calismalar sonucunda IBS’nin tedavi segenekleri
arasina antidepresan tedavide girmistir. Bunun en
6nemli sebebi ise yapilan c¢aligmalarda IBS’nin
serotonin ile olan baglantisinin tespit edilmesidir.

Serotonin esas olarak bagirsak dokusundaki
enterokromaffin hicrelerinde bulunur ve bagirsak
refleksinin hareketinde ve bagirsaktaki duyusal iletimde
ana duzenleyici olarak gérev yapar (5). IBS'de serotonin
dizenlemesinin anormal oldugu gérisini destekleyen
iki ispat ¢izgisi vardir. Kabizlik baskin IBS (IBS-C)
olgularinda plazma serotonin diizeylerinde azalma
gorulurken diyare baskin IBS'de (IBS-D) olgularinda ise
artis gozlenmektedir (6). Hem IBS'de hem de Ulseratif
kolitte normal mukozal serotonin ve serotonin tasiyici
immuin reaktivitesinde azalma ile birlikte serotonin sinyal
mekanizmasinda bozukluklar gérdlir (7).
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IBS'nin kesin frekans oranlari hesaplanmamistir ve
Olgulen prevalans tahminleri hem Ulkeler arasinda hem
de Ulkeler iginde uluslararasi platformda degiskenlik
go6sterir. Bu fark, materyallerin kullaniminda, teshis
kriterlerinde,  kullanilan  yéntemlerde, incelenen
populasyonlarda ve kdlturlerde gorulen degisikliklere ve
prevalans arastirmalarinin heterojenligine baglanmistir
(8). Prevalans dlglimlerinde ortaya gikan farkliliklar bir
kenara birakilirsa, IBS’nin asil ortaya gikradigi sorun
6lim oranlarini arttirmasi degil, ancak dogrudan tibbi
maliyetler, verimlilik kaybi ve saglikla ilgili yasam
kalitesinin dismesi sonucu hastalara ve topluma énemli
bir yik getirmesidir (9).

Literatire bakildigi zaman IBS ile ilgili olarak
genom ebadinda transkriptom g¢alismalarinin cok az
oldugu gorulmuistir. Bu saglik probleminin molekdler
mekanizmasinin acgikliga kavusturulmasi hastaligin
teshis edilmesinde, prognozunun degerlendiriimesinde
ve yeni tedavi segeneklerinin ve ilag hedefi molekiillerin
tespit edilmesinde o6nemli avantajlar saglayacaktir.
Yapilan bu caligmada IBS transkriptom verisi analiz
edilerek bu hastaligin ortaya gikmasinda rol oynayan
genler ve molekiler mekanizmalarin tespit edilmesi
amaglanmistir.

Gereg ve Yontem

Affymetrix Mikroarray Verisi: Biyoinformatik
analiz icin secilen mikroarray verisi National Center for
Biotechnology Information (NCBI) Gene Expression
Omnibus (GEO) veri tabaninda bulunan GSE36701
koduyla depolanmis olan Gen Ekspresyon verisidir (10).

Bu veri seti icerisinde 34 adet konstipasyon
baskin-IBS (IBS-C), 53 adet diyare baskin-IBS (IBS-D)
ve 40 adet saglikh génulltlerin rektal biyopsi érneklerinin
ekspresyon verisi mevcuttur. islenmemis veriler [HG-
U133_Plus_2] Affymetrix Human Genome U133 Plus
2.0 Array ile olusturulmustur (Affymetrix Inc. Santa
Clara, California, USA).

Farkh ifade Edilen Genlerin Analizi (DEG
Analizi): Ham veri Uzerine yapilan tim analizler
Transcriptome  Analysis Console 4.0 (Applied
Biosystem) ile yapilmistir. IBS ve kontrol grubuna ait
olan orjinal ekspresyon verisi Uzerine robust multi-array
average (RMA) metodu ile 6n islemler (Preprocessing)
yapiimistir. Ekspresyon degerleri hesaplandiktan sonra
grup karsilastirmasi yapiimistir. IBS-D ve IBS-C gruplari
ayri ayri kontrol grubu ile karsilagtirilmis sonrasinda
varyans filtreleme uygulanmis ve sonug¢ olarak
karsilastirilan gruplar arasinda ifade duzeyleri farklilik
go6steren gen listeleri elde edilmisgtir.

Fonksiyonel Kimeleme ve Gene-Set
Enrichment Analizleri: Gen listesi fonksiyonel
kiimeleme analizleri, zenginlestirme analizleri ve yolak
analizlerinin yapilmasi i¢in DAVID Bioinformatic Tools
programina yiklenmistir (11, 12). Bu program ile 6nce
kimeleme analizi yapilmis ve listede bulunan genler
fonksiyonlarina goére kimelenmistir. Program analiz
sirasinda her bir kiime igin bir zenginlestirme skoru
hesaplamaktadir. Zenginlesme skoru 1,3 den buyuk
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olan kiimeler anlamli ve 6nemli kabul edilmektedir. Bu
kiimede bulunan genler ayrica listelenmistir. Yine ayni
program icerisinde verilen liste hiyerarsik kiimeleme
analizi sonucu heatmap olusturulmustur. Heatmap
orneklerimizin bu gen listesi kullanilarak birbirlerinden
ayrilip ayrilmadigini géstermektedir. Program ile ayni
zamanda yolak analizleri de yapilmigtir. Bu analizler
sonucunda verdigimiz listede bulunan ve anlamli
kimelerdeki genlerin hangi molekuler yolaklarda
bulundugu belirlenmis ve bu molekiler yolaklarin
hastalikla iligkisi degerlendirilmistir.

Bulgular

Yapilan ilk analizde kullanilan verinin Kkalite
kontroll yapilmaktadir. Bu analiz sonucu elde edilen
dagilim ve volkan grafikleri Sekil 1A ve Sekil 1B’de
gOsterilmektedir. Bu analizler sonucu dagilim grafiginde
kargilastirma sonucu elde edilen gen listesinde bulunan
her bir genin average log2 kat deg@isimi veriimektedir. X
ekseni karsilastirmada kullanilan bir grubu Y ekseni ise
diger grubu gostermektedir. Sekil 1A ve 1B’de sirasiyla
IBS-D ile Kontrol karsilastirmasindan elde edilen
dagilim grafigi ve IBS-C ile Kontrol grubunun
karsilastirimasi sonucu elde edilen dagihm grafigi
goOrulmektedir. Sekil 2A ve Sekil 2B’de verilen volkan
grafikleri ise herbir gen icin hesaplanan P degerinin kat
degisimi degerine goére grafigini gostermektedir. Bu
grafikler sonucu kullanilan yiksek yogunluklu veri
setinin kalite kontroll yapilmis olmaktadir.

Biyoinformatik analizler sirasinda yapilan bir diger
analiz ise gruplar karsilastirmak ve iki grup arasinda
ifade diizeyleri farkllik gésteren genleri belirlemektir. Bu
analiz sirasinda ilk 6nce IBS-D ve kontrol grubu
karsilastirimistir. Karsilastirma sirasinda kat degisimi
esik degeri + - 1.2 kat olarak P<0.05 olarak
belirlenmistir. Her bir gen icin gruplar arasindaki kat
degisimi hesaplanirken p degeri, FDR (false discovery
rate) degeri de hesaplanmakta bu sekilde hesaplanan
degderlerin istatistigi de yapilmaktadir. Bu degerler
Uzerine Benjamini-Hochberg dizeltmesi yapiimaktadir.
Tablo 1 ve Tablo 2'de grup karsilastirmasi sonucu
programdan alinan farkli ifade edilen gen listesindeki ilk
50 gen gosteriimektedir. Bu tablolarda her bir genin
kontrol grubundaki average log 2 ifade degeri, hasta
grubundaki average log 2 ifade degeri, kat degisimi
(Fold change) degeri, hesaplanan kat degisininin p
degeri ve FDR degeri, genin sembolu gibi ayrintili veriler
bulunmaktadir. IBS-D ve Kontrol grubu karsilastirmasi
sonucunda 704 adet farkli ifade edilen gen belirlenmistir.
Bu 704 genden 176 tanesinin ifade diizeyi artmis, 528
adet genin ifade dlzeyi ise azalmistir. IBS-C ve Kontrol
grubu karsilastirmasinda ise toplam 840 adet genin
ifade diizeyi degigmistir. Bu 804 genden 337 tanesinin
ifade duzeyi artmis, 503 genin ifade dlzeyi ise
azalmistir.

TAC 4.0 programi kullanilarak elde edilen gen
listeleri ile hiyerarsik kimeleme analizi yapilmistir. Bu
analiz sonucu elde edilen HeatMapler Sekil 3A ve Sekil
3B’de gorlilmektedir. Bu analiz yapilirken gruplar
arasinda farkh ifade edilen genler kullaniimaktadir.
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Ornegin IBS-D ve Kontrol grubu karsilagtirmasinda 704
gen kullanilarak bu analiz yapilmigtir. Analiz sonucunda
elde edilen 1s1 haritasinda yukaridaki dendogram
ornekleri temsil etmektedir. Kirmizi ile belirtilenler IBS-D
grubundaki Ornekleri, mavi renk ile gdsterilenler ise
kontrol grubunda bulunan érnekleri géstermektedir. Sol
taraftaki dendogram ise genleri gostermektedir. Isi
skalasinda kirmiziya kayan renk genin ifade
dizeyindeki artisi, maviye kayan renk ise ifade
dizeyindeki azalmayi gostermektedir. Bu analiz
sonuglarina baktigimiz zaman bu genler kullanilarak
yapilan kiimeleme analizinde tam bir kiimelenme elde
edilmese de &rnekler arasinda bir gruplanma tespit
edilmistir. Ayni hastalik igerisinde farkli alt tiplerin
karsilastirmasi yapildiginda bu tir sonuglarin géralmesi
normaldir. Sekil 3A IBS-D ve kontrol karsilastirmasindan
elde edilen HeatMap’i gostermektedir. Sekil 3B ise IBS-
C ve kontrol grubu karsilastirmasindan elde edilen gen
listesiyle olusturulan HeatMap’i géstermektedir.

Daha sonra grup karsilastirmalarindan elde edilen
gen listeleri kullanilarak yolak analizleri yapilmigtir. Bu
analiz sirasinda listed bulunan genler fonksiyonlarina
go6re bulunduklari molekiler yolaklara dagitiimaktadir.
Bu sekilde hem listed bulunan genlerin bir fonksiyonel
analizi yapiimakta hem de bu genlerin hangi molekiler
yolaklarda bulunduklari tespit edilmektedir. Bu sekilde
ilgilenilen hastaligin ortaya ¢ikmasinda hangi molekduler
yolaklarin etkili oldugu tespit edilebilmektedir. Ayrica
listed olmayan ancak belirlenen molekiler yolaklarda
bulunan genlerde bu sekilde tespit edilmektedir. Sekil
4A’da IBS-D ve kontrol grubunun karsilastirmasi sonucu
elde edilen gen listesi ile yapilan yolak analiz sonucu
gorilmektedir. Sekil 4B’de ise IBS-C ve kontrol
grubunun karsilastirmasindan elde edilen gen listesi ile
yapilan yolak analizi gosterilmektedir. Verilen sekillerde
yapilan analiz sonucu belirlenen yolaklar ve bu
yolaklarin igerisine outran genler g0steriimektedir.
Analiz sirasinda en fazla gen ihtiva eden yolak en 6nde
verilmektedir. Bu durum o molekiler yolagin ilgilenilen
hastalikta énemli bir rol oynadigini gdstermektedir.

Materyal ve metod kisminda ifade edildigi gibi elde
edilen gen listeleri Uzerine son olarak Gene-Set
Enrichment Analysis (GSEA) yapilmigtir. Bu analiz
sirasinda DAVID olarak adlandinlan farkli  bir
bioinformatik algoritmasi kullaniimigtir. DAVID ile
elimizde oldukga yuksek sayida gen iceren bir listeyi
daha az sayida gen igceren yorumlanabilir bir liste haline
dénustirmekteyiz. Bu analiz sirasinda listed bulunan
genler fonksiyonlarina gére kimelere ayrilmaktadir. En
onemli genler ve kiUmeler ylksek skor alip o6ne
ctkmaktadir. Bu sekilde ilgilenecegimiz ve 6enmli olan
genler belirlenmektedir. $ekil 5A’da IBS-D ve kontrol
grubunun listesi ile yapilan GSE analizi sonuglari
gosterilmistir. Sekil incelendiginde 49 kiime elde edildigi
gorilmektedir. Elde edilen en o6Onemli kimenin
zenginlesme skoru 2.71 olarak hesaplanmistir. Bu
deger 1.3 den blylk oldugu igin bizim i¢cin énemlidir. Bu
kimenin icerisinde bulunan 32 gen ayri ayri
degerlendirilmigtir. Yine Sekil 5B’de IBS-C ve kontrol
grubunun listesinde bulunan genler ile yapilan GSE
analiz sonucu g0sterilmektedir. Bu analiz sonucu
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incelendiginde 86 farkli kime olustugu ve en 6enmli bulunmaktadir. Bu analiz verileri igerisinde zenginlesme
kimenin  zenginlesme  skorunun 2.41  oldugu skoru 1.3 den buyik bitiin kimelerin igerisinde bulunan
gorilmektedir. Bu kime igerisinde 64 gen genler incelenmigtir.
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sonucu elde edilen volkan grafigi
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Sekil 3A. IBS-D ve kontrol grubunun karsilastirmasindan elde edilen gen listesi kullanilarak yapilan
hiyerarsik kimeleme analizi sonucu elde edilen 1sI haritasi
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Sekil 3B. IBS-C ve kontrol grubunun karsilagstirmasindan elde edilen gen listesi kullanilarak yapilan
hiyerarsik kimeleme analizi sonucu elde edilen 1sI haritasi.
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Sekil 4B. IBS_C ve kontrol grubu karsilastirmasindan elde edilen gen listesi ile yapilan yolak analizi.
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Tablo 1. IBS_D ve kontrol grubu karsilastirmasindan elde edilen farkl ifade edilen gen listesindeki ilk 50 gen

Gene Symbol IBS_D Avg (log2) CONTROL Avg Fold Change P-val FDR P-val
log2
LINC00960 5.01 (3.31) 2.29 0.002 0.061
CAPN8 7.65 6.63 2.03 4.75E-08 0.0003
LOC101928820 8.56 7.56 2 0.0021 0.0625
DUOX2 6.14 5.24 1.87 0.0068 0.106
PAX8-AS1 5.49 4.69 1.74 0.0048 0.0902
LINC00960; 4.22 3.54 161 0.0249 0.1935
LOC105379476
SLC16A9 8.9 8.22 161 0.0007 0.0395
LOC100288152 6.93 6.27 1.58 0.0018 0.059
LOC101927268; 5.28 4.63 157 0.0001 0.0168
LOC102724851;
LOC105374994
CCDCB85A 6.16 5.52 1.56 0.03 0.2106
LOC101927391 4.55 3.93 1.53 1.86E-07 0.0007
ANKRD30B 5.52 491 1.52 0.0279 0.2043
CYP2C18 4.2 3.61 15 4.59E-05 0.0112
ANKRD30B 5.37 4.78 15 0.0357 0.2282
KBTBD12 6.42 5.83 15 0.0004 0.0306
DNASE1L3 4.34 3.79 1.46 0.0002 0.0217
MIR155HG 4.22 3.67 1.46 0.0049 0.0915
GOLGAS8A 8.49 7.96 1.45 0.0015 0.0529
PNLIPRP2 8.28 7.74 1.45 0.007 0.1077
PAX8-AS1 7.54 7 1.45 0.0156 0.1554
LOC101928068 5.37 4.84 1.45 1.13E-05 0.0056
ATP12A 4.14 3.61 1.45 0.0021 0.0627
LOC100288893; 5.83 5.3 1.44 1.10E-05 0.0055
TRAPPC12
SCTR 4.69 4.17 1.44 0.0085 0.1176
SEC31B 6.19 5.67 1.43 0.0009 0.043
FCRL5 3.96 3.46 1.42 0.0182 0.1669
LINC00893 3.54 3.05 141 0.0006 0.0367
ERVK13-1 6.37 5.87 141 0.0002 0.0213
CCL13 3.8 3.31 141 2.74E-05 0.0087
WDR4 6.97 6.48 141 8.45E-08 0.0004
NDUFA2 4.49 3.99 141 0.0021 0.062
TTC14 5.39 4.9 14 0.003 0.0736
UBE3D 421 3.73 14 0.0008 0.0418
EPHA1-AS1 4.98 4.49 14 0.0003 0.0263
SERPINB9P1 3.49 3.01 1.39 8.99E-05 0.0158
EGR3 4.59 4.12 1.39 0.0109 0.1308
ANKRD22 5.44 4.97 1.38 0.0006 0.0342
LOC645513 4.3 3.83 1.38 0.0002 0.0203
FNDC1 5.83 5.37 1.38 0.0325 0.2186
EME2 7.46 7 1.38 4.52E-05 0.0112
uQCcC1 5.59 5.13 1.37 1.50E-06 0.0019
PRKXP1 4.46 4 1.37 0.0132 0.143
CCL13 4.8 4.35 1.37 0.0003 0.025
GTF2H2; GTF2H2B; 6.88 6.43 1.37 0.0262 0.1978
GTF2H2C
WSB1 4.45 4 1.37 0.0004 0.0307
CATSPER2 6.26 5.81 1.36 4.74E-05 0.0113
FBX0O32 451 4.06 1.36 0.004 0.0842
RGS8; SDHAP3 5.22 4.78 1.36 0.0007 0.0384
CSAD 4.29 3.85 1.36 0.0006 0.0351
ME1 5.01 4.57 1.36 0.0007 0.0393
CYP2B7P 5.03 4.59 1.36 0.0072 0.1087
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Tablo 2. IBS_C ve kontrol grubu karsilastirmasindan elde edilen farkl ifade edilen gen listesindeki ilk 50 gen

Gene Symbol IBS_C Avg Control Avg Fold Change P-val FDR P-val
(log2) (log2)
HLA-DQB1 6.35 4.38 3.91 0.0143 0.2491
XIST 6.48 5.36 2.18 0.0005 0.0546
DUOX2 6.28 5.19 2.13 0.0024 0.1121
CAPN8 7.58 6.62 1.95 8.22E-07 0.0041
RAP2C 8.13 7.31 1.77 0.0032 0.1277
PAX8-AS1 54 4.63 1.71 0.0401 0.3766
AGPAT4 55 4.75 1.68 0.0047 0.1534
MIR155HG 4.59 3.91 1.6 0.0002 0.0365
SERPINB9P1 3.72 3.06 1.58 0.0001 0.0263
LOC100288152 6.85 6.21 1.56 0.0168 0.2671
TM4SF20 6.85 6.25 1.52 0.0351 0.3559
GOLGAS8A 8.49 7.9 151 4.98E-06 0.0062
GOLGAB8A,; 7.08 6.51 1.49 4.99E-05 0.0178
GOLGA8B
GOSR2 4.56 4 1.48 0.0005 0.0561
PABPC1L 5.33 4.79 1.46 3.58E-06 0.0062
TNFAIP2 8.29 7.75 1.46 0.0034 0.1305
LOC645513 5.57 5.03 1.45 0.0003 0.0416
CCL13 4.94 4.4 1.45 0.0015 0.0895
RAP2C 6.43 591 1.44 0.0072 0.1864
NID2 6.19 5.68 1.43 0.0022 0.1079
WDR4 6.94 6.43 1.43 1.17E-07 0.0011
CATSPER2 6.28 5.77 1.42 0.0004 0.0493
ZNF493 5.06 4.56 1.42 0.0002 0.0354
CYP2C18 4 35 1.42 0.0011 0.08
CADM1 6.89 6.39 1.42 0.0041 0.1428
FOXH1 4.67 4.17 1.42 5.17E-06 0.0063
COL27A1 4.58 4.09 1.41 0.0002 0.0334
UNC5CL 7.24 6.75 1.41 4.35E-06 0.0062
NABP1 7.1 6.61 1.4 1.62E-05 0.0113
LOC284009; 4.88 4.39 14 1.38E-06 0.0047
METTL16
LOC105374809 3.72 3.24 1.4 0.0018 0.0983
NABP1 8.44 7.96 1.4 1.23E-05 0.0099
HMG20B 4.49 4.01 14 0.0081 0.1959
SFXN2 6.14 5.66 1.4 4.85E-06 0.0062
EGR3 4.59 4.12 1.39 0.0381 0.368
LINC00893 3.54 3.06 1.39 0.0017 0.0959
ERVK13-1 6.29 5.81 1.39 0.0048 0.155
HOTAIRM1 6.06 5.6 1.38 0.0052 0.1609
PLXDC1 431 3.84 1.38 3.81E-06 0.0062
NEAT1 4.71 4.25 1.38 0.0007 0.0677
SAMD3 4.69 4.23 1.38 0.0008 0.07
RBM19 5.32 4.86 1.38 1.25E-05 0.0099
CTLA4 5.29 4.83 1.37 0.0262 0.3189
ZFAS1 6.69 6.23 1.37 8.63E-06 0.0084
CROCCPZ; 7.43 6.98 1.37 0.002 0.1034
LOC105369253
LOC100288675 6.8 6.35 1.36 0.0077 0.1924
SLC16A6 6.13 5.7 1.35 0.0018 0.0992
CIITA 5.29 4.86 1.35 8.27E-05 0.0232
B3GLCT 7.64 7.2 1.35 0.0204 0.2902
MYO15B 6.19 5.76 1.35 0.0019 0.1004
JPX 7.3 6.87 1.35 0.0001 0.0261
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Tartigsma

Yapilan bu c¢alismada, NCBI GEO Dataset
veritabaninda GSE36701 koduyla depolanmis olan IBS
hastalarina ait rektal biyopsi dokularinda calisiimis
transkriptom verisi biyoinformatik araglar ile analiz
edilmistir. Analiz sirasinda diyare baskin IBS 6rnekleri,
konstipasyon baskin IBS &rnekleri ayri ayri saglikh
bireylerin transkriptom verisi ile karsilastiriimistir. Bu
sekilde IBS hastalarinda saglikh bireylere gore hangi
genlerin ifade duzeylerinin farkhlik gosterdigi tespit
edilmistir.

IBS mortalite riski tasimayan ancak bireylerin
yasam standartini olumsuz etkileyen gastrointestinal bir
patolojidir. Teshis hastanin verdigi bilgilere dayanarak
Roma |V kriterlerine gére verilmektedir. Kesin tani igin
kullanilabilecek spesifik bir test veya biyobelirte¢ yoktur.
Bundan dolayl hastaligin molekiler mekanizmasinin
dahi iyi anlasilimasi ve teshisinde kullanilabilecek bir
biyobelirtecin  gelistirimesi  klinik acidan oldukc¢a
6nemlidir.

Yapilan biyoinformatik analizler sonucunda IBS-D
ve kontrol karsilastirmasinda 704 genin ifadesinin
degistigini, bu 704 genden 176 genin ifade dizeyinin
IBS grubunda artis gosterdigi, 528 genin ifade diizeyinin
ise azaldigi tespit edilmistir. IBS-C ve kontrol
karsilastirmasinda ise toplam 804 genin ifade diizeyinin
degistigi, bunlardan 337 genin ifade dizeyinin IBS-C
grubunda artis gosterdigi, 503 genin ifade diizeyinin ise
azaldigi tespit edilmigtir.

Yapilan kesigsim analizi sonucunda 307 genin her
iki karsilastirma sonucu elde edilen listede ortak olarak
bulundugu tespit edilmistir. Bu IBS’nin genel molekdler
profilini gOsteren gen listesidir. IBS-D ve IBS-C'ye
spesifik olarak degisim gosteren sirasiyla 397 ve 533
gen tespit edilmigtir. Bu genler ise IBS’nin alt tipleri olan
diyare ve konstipasyon baskin tiplere 6zgi olan gen
ifade profilidir. Bu sonug IBS’nin alt tiplerinin de kendine
6zgu bir molekuler profili oldugunu gdstermektedir.
Analizler sonucunda biyobelirte¢ aday!i olabilecek bir¢cok
gen tespit edilmistir. Bu genlerden HLA-DQB1 geninin
ozellikle Colyak ve Tip | Diyabet gibi otoimmiin
hastaliklarda rol oynadigyl tespit edilmistir. Ozellikle
Colyak hastalarinda otoimmiin reaksiyon sonucunda
bagirsak epitelinde ortaya ¢ikan inflamasyon sonucu bu
durumun olustugu ifade edilmistir (13).

Kalva ve ark (14) yaptiklari calismada transkriptom
verisini kullanarak biyoinformatik bir yaklagim ile IBS’nin
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patogenezinde rol oynayan ve biyobelirte¢ adayi
olabilecek genleri arastirmiglardir. Calisma sonucunda
FUS, UNC5CL ve BCLAF1 genlerinin biyobelirte¢ aday
olabilecegini ifade etmislerdir. Elde edilen sonuglarda
IBS-C grubunda FUS ve UNCS5CL geninin ifade
diizeyinin arttigini, IBS-D grubunda ise sadece UNC5CL
geninin ifade dizeyinin dustiguni tespit ettik.
Konstipasyon ve diyare baskin IBS alttiplerinin sahip
olduklari farkh 6zellikler dolayisi ile UNC5CL geninin bu
iki alttipte farkl ekspresyon géstermis olmasi belirleyici
olabilir. FUS geninin beta katenin ile iliskiye girdigi ve
insan bagirsak epitel dokusunda pre-mRNA splaysing
mekanizmasini regile ettigi ve kronik inflamasyona
sebep oldugu gosterilmistir (15, 16).

Buna ilaveten, UNC5CL'in, TNF-alfa / NF-kB'nin
aktivasyonuna yol acarak pro-enflamatuar sinyal
kaskadi ekspresyonunu indukledigi ve bagirsak epitel
dokusuna zarar verdigi bildirilmistir (17).

Sonu¢ olarak yapilan calismada konstipasyon
baskin IBS alttipinde HLA-DQB1, CAPNS8, RAP2C,
AGPAT4, GOLGAS8A, UNC5CL, CCL13 ve ARHGAP9
genlerinin ifade dizeyinin arttigini, SLC28A2, CPB1,
MST1L, ATXN1l ve FABP2 genlerinin ise ifade
dlzeylerinin dustugind belirledik. Konstipasyon baskin
IBS alttipinde 6ne gikan molekuiler yolaklar ise Hicre
reseptdr meta sinyal yolagi, PI3K-Akt Sinyal yolagi ve
Focal Adezyon-PI3K-Akt-mTOR sinyal yolagidir.

Diyare baskin IBS alttipinde ise ifade dizeyi artis
gOsteren genler genellikle konstipasyon baskin IBS
alttipinde 6ne cikan genlere benzer genlerdir. Bunlar
CAPNS8, GOLGAS8A, CCL13 ve FCRLS5 genleridir. ifade
dlizeyi azalan genler ise HLA-DQB1, ERAP2, MST1L ve
ATXN1 genleridir. Diyare baskin IBS alttipinde yapilan
yolak analizleri sonucu 6ne ¢ikan molekduler yolaklar ise
Hucre reseptér meta sinyal yolagi, MAPK sinyal yolagi
ve Gastrin sinyal yolagrdir.

Yapilan biyoinformatik analizler sonucunda IBS’nin
ortaya c¢ikmasinda rol oynayan bazi genler tespit
edilmistir. Ayrica very setini iki gruba ayirdigimiz igin
konstipasyon baskin IBS ve diyare baskin IBS’nin ayri
ayri molekuler profili incelenebilmigtir. Bu yaklasim
sonucunda IBS’nin alttiplerininde kendine 6zgli bir
molekiler profili oldugu tespit edilmistir. Bundan sonraki
sirecte calisma sonucunda elde edilen verilerin ve
biyobelirte¢ adayi olarak tespit edilen genlerin bir hasta
grubunda valide edilmesi gerekmektedir.
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