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In this study, principal component analysis has been applied on data comprising of 6675 gene and
20 sequence collected by using cDNA microarray technology from livers of mice used in toxicology
studies in certain time periods. Forming of gene groups from similar expression profiles and
description of related genes which are implemented by similar component loads among the groups
have been explained by using this cDNA technology. Besides that, interpretation and decomposition
of factors (components) from correlation matrix which belongs to same data group have been
explained. Some of the methods developed for minimizing the data set to fewer components which
can explain the whole data structure have been evaluated. According to methods, if we assume that
the first 9 eigen values are enough to describe the whole variance, then in this case, it is thought that
it is good enough to describe the whole variance by using 9 eigen values with a variance loss of
20,79% instead of describing the whole variance by using 20 eigen values.
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Bu calismada, farelerin karacigerleri ilizerine belirli zaman periyotlarinda uygulanmig olan,
toksikolojik ¢aligmalardan alinan ve cDNA mikrodizi teknolojisi kullanilarak elde edilen 6675 gen
ve 20 dizi igeren verilere temel bilesenler analizi uygulanmistir. cDNA teknolojisi kullanilarak,
birbirine benzer ifade profilleri ile gen gruplarinin olusturulmasi ve gruplar igerisindeki benzer
bilesen (component) yiikleri vasitasiyla birbirleriyle iligkili genlerin tanimlanmasi agiklanmustir.
Bunun yan1 sira ayni veri kiimesine ait korelasyon matrisinden faktdrlerin ayristirilmasi ve yorumu
hakkinda bilgiler verilmistir. Kullanilan veri seti iginde, biitiin veri yapisin izah edebilecek daha az
sayida bilesene indirgemek igin temel bilesen sayisina karar verme yontemlerinden birkagt
degerlendirilmistir. Bu yontemlere gore ilk 9 temel bilesenin biitiin yapinin varyansini agiklamaya
yeterli oldugu diisiiniiliirse bu durumda %20,79 oraninda bir varyans kaybi ile 20 temel bilesen
yerine 9 temel bilesen ile agiklamanin yeterli oldugu diisiiniilmektedir.
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Giris

Bilimsel calismalarda, incelenen olaylarin genellikle
bir¢ok etkenin altinda olmasi ve incelemeye konu olan
nesnelerin &zelliklerinin birbirleriyle iligkili olmasi, ¢ok
sayida degiskenle karsilasilmasina neden olmaktadir. Tek
degiskenli yontemlerin kisitlayici varsayimlar altinda
gergeklestigi diistiniilecek olursa bu yontemlerin yeterli
olamayacagi aciktir. Ayni anda birden fazla ozelligi
incelemek {izere “cok degiskenli istatistik” adi altinda
bir¢ok yontem gelistirilmistir.

iki veya daha fazla bagimli ya da bagimsiz gruplarda
¢ok degiskenli normal dagilima dayali hipotezlerin test
edilmesinde yararlanilan bir yontem olan ¢ok degiskenli
varyans analizi (Multivariate Analysis of Variance:
MANOVA) en sik kullanilan analiz yontemlerinden
biridir. Bunun yaninda, kiimeleme analizi, faktor analizi,
¢ok boyutlu o6lceklendirme analizi, kanonik korelasyon
analizi, ¢cok degiskenli regresyon analizi ve uyum analizi
cok degiskenli istatistik analiz olarak sayilabilir (Ozdamar,
2002). Cok degiskenli analizlerde, kendilerinden bilgi
toplanan deney birimlerinden tespit edilen bir¢ok 6zelligin,
bir arada ele alinmasi, Ozelliklere ait korelasyon veya
varyans-kovaryans —matrisinin  yapisinin  analizi ile
miimkiindiir. Temel bilesenler analizi orijinal varyans-
kovaryans veya korelasyon matrisinin, fazla bir bilgi kayb1
olmadan indirgenmesini saglayarak yeni degiskenlerin
belirlenmesi esasina dayanmaktadir (Tatlidil, 1996). Temel
bilesenler analizi, vektdrleri varyanslarina gore siralayan
veya bagka bir ifadeyle ilk kombinasyon tipi olarak, en
biiyiik varyansi veren kombinasyon se¢ilmesini saglayan
bir analizdir. Temel bilesenler vasitasiyla, orijinal
degiskenlerden elde edilecek olan sonuglardan fazla bir
bilgi kaybr olmaksizin veri 6zetlemesi yapilirken, temel
bilesenlerin sayisinin orijinal degisken sayisindan az
olmasi istenir (Cooley ve Lohnes, 1971).

Bu analiz yontemi, ekonomi, ziraat, kimya, biyoloji,
sosyoloji, jeoloji gibi bilimin bircok dalinda sik¢a
kullanilmasinin yanmi sira, genomik arastirmalarda da
yaygin olarak kullanilmaktadir. Biyolojik sistemler ve
olaylar hakkinda toplanan bilgilerin analizinde biyoloji
yaninda biyokimya, kimya ve tip ile bilisim bilimleri,
matematik ve istatistigin  etkilesimiyle yeni ve
interdisipliner bir bilim dali olarak biyoinformatik
dogmustur (Collins ve ark., 2003). Biyoinformatik, genis
veri tabanlar1 arasindaki iligkileri degerlendirmek i¢in yeni
algoritma ve istatistiklerin gelistirilmesi, niikleotid ve
amino asit dizilislerini, protein bolgeleri ve yapilarini
kapsayan farkli tipteki verilerin analizi i¢in yeni araglarin
gelistirilmesi ile ilgilidir (Gardeux ve ark., 2013).

Molekiiler genetikte son yillarda ¢ok hizli geligmeler
gozlenmektedir. Bu alanda yapilan c¢aligmalarin
yogunlastig1 gen mikrodizi (microarray) teknolojilerindeki
ilerlemeler, binlerce genin ifade sekillerinin (bigimlerinin)
es zamanli olarak izlenebilmesi i¢in giiglii araglarin
gelistirilmesine olanak saglamistir (Jordan, 2001).

Gen ifade dizileri ilizerine yapilan ¢aligmalara paralel
olarak, binlerce genin, farkli deneme ya da 6rneklerden
elde edilen sonuglarimi analiz etmek amaciyla gelistirilen
birka¢ farkli mikrodizi sistemi bulunmakla beraber,
Lipshutz ve ark. (1999)’a gore mikrodizileri iki grup
halinde smiflandirmak miimkiindiir. Bunlar; c¢DNA

mikrodiziler ve oligoniikleotid mikrodizilerdir (DNA
cip’leri). cDNA mikrodiziler de kendi aralarinda iki gruba
ayrilmaktadir. Bunlar, zar iizerine sentezlenen cDNA
mikrodizi’ler ve cam {izerine sentezlenen cDNA
mikrodizi’lerdir (Cox, 2001; Barash ve ark., 2004).

Genetik analiz ¢aligmalarinda elde edilen veriler
ve/veya gozlemleri etkileyen ¢ok sayida varyasyon
kaynaginin olmasi, ¢alisilan boyut sayisinin yiiksek olmasi
ve az sayida tekerriir gibi sorunlar nedeniyle gesitli
istatistiksel analiz giicliikleriyle yiiz yilize kalinmaktadir
(Kerr ve Chuchill, 2001). Bu nedenle bu tiir problemlerin
cozlimiine yoOnelik yeni istatistiksel yOntemlerin
gelistirilmesi ve bu yontemlerin gen ifade dizi verileri
iizerinde yapilan ¢aligmalardan elde edilen verilere
uygulanmasi biiylik 6nem tagimaktadir.

Bu calismanin amaci, temel bilesenler analizinin
matematiksel metodunu temel alarak, binlerce geni ayni
anda izleme olanagi veren, mikrodizi teknolojisi ile elde
edilen cDNA mikrodizi (cDNA microarray) verilerine
temel bilesenler analizi uygulamak, degiskenler arasindaki
bagimlilik yapisim1  yok ederek binlerce gen verisi
igerisinde bu yapiy1 agiklayabilecek daha az sayida gen i¢in
veri indirgemesi yapmak ve daha sonra yapilacak istatistik
analizlere veri hazirlamak amag¢lanmistir.

Materyal ve Metot

Materyal
Bu ¢alismanin materyalini, Germantown, NewYork’ta
Taconic Laboratuari’'nda Heinloth ve arkadaslar

tarafindan 2004 yilinda, erkek fareler {izerine yapilan
toksikolojik ¢aligmalar olugturmustur. 6675 gen ve 20 dizi
(array) ile yapilan ¢alismada, 36+3 giinliik yastaki 344 adet
fare alinmis ve 8943 giinliik yasa kadar 21.6°C (71°F) ile
23,8°C (75°F) sicaklikta ve %36 ile %48 nem ortaminda
toksik doz uygulamasi yapilmistir. Gen ifadesi analizi i¢in,
farelerin karacigerlerinden alinan pargalara ait genler
belirlenmistir. PCR ve c¢DNA mikrodizi teknolojisi
kullanilarak genlere ait mikrodizi goriintiisii elde edilmis
ve Scanalytics yazilimi ile goriintii analizi yapilmus,
floresan yogunluklar1 6lgiillen ve logaritmik degerleri
alian veriler normalizasyona tabi tutularak veriler elde
edilmistir (Heinloth ve ark., 2004).

Metot

Bu ¢aligmada, birbirine benzer ifade profillerinden gen
gruplarinin olusturulmasi ve gruplar igerisindeki benzer
bilesen (component) yiikleri vasitasiyla birbirleriyle iliskili
genlerin tanimlanmasi amaciyla veri kiimesine ait
korelasyon matrisinden faktorlerin ayristirilmas:  ve
indirgenmesinin yorumu izah edilmistir. cDNA mikrodizi
(cDNA microarray) teknolojisi ile bir organizma ya da bir
hiicredeki binlerce genden elde edilen, mikrodizi
goriintiilerine, goriintii isleme analizi uygulanarak goriintii
sayisal degerlere doniistiiriilmiistiir. Deneme materyaline,
veri indirgemek ve baska istatistik analizlere veri
hazirlamak amaciyla ¢ok degiskenli istatistik analiz
tekniklerinden temel bilesenler analizi uygulanarak boyut
Olgeklendirmesi  (S-PLUS 2000 ve MINITAB 13.0)
yapilmigtir.
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cDNA Mikrodizi (cDNA Microarray)

Islevsel genomik calismalar, insan ve model
organizmalara ait genlerin baz dizisini tasiyan tam
uzunlukta cDNA yapilarinin belirlenmesini, protein
kodlamayan dizilerin islevlerinin arastirilmasini, gen
ifadesi ve protein analizlerini, ayrica bu konularda yeni ve
daha hizli teknolojilerin gelistirilmesini kapsamaktadir
(Shoemaker ve ark., 2001).

cDNA mikrodizi (cDNA microarray), tek bir dizi
(array) lizerinde tiim genomu inceleyebilme 6zelligindedir.
Aragtiricilara ayni anda yiizlerce farkli kosullar altinda
binlerce genin ifade diizeylerini ve birbirleriyle olan
iligskisini 6grenebilme olanagini saglamaktadir (Eisen ve
ark.,, 1998). Bu teknolojiyi tanimlamak {izere cesitli
kaynaklarda, DNA yongasi (DNA chip), DNA mikrodizi
(DNA microarray), gen dizisi (gene-array), biyo yonga
(bio chip) gibi degisik terimler kullanilabilmektedir
(Brown ve Bolstein, 1999; Kamberova ve Shah, 2002).

Mikrodizi teknolojisinin kullanildig: belli bagh alanlar;
kompleks genetik hastaliklarin arastirilmast, ilag gelistirme
ve toksikoloji caligmalari, genetik testler, hastaliklara,
boceklere ve kurakliga dayanikli tohumlarin gelistirilmesi,
saglikli ve daha verimli, hastaliklara direngli ¢iftlik
hayvanlarinin geligtirilmesi, besin degeri yiiksek iiriinlerin
gelistirilmesi olarak belirtmek miimkiindiir (Brown ve ark.,
2000; Gardeux ve ark., 2013).

Bu teknigin temelinde bir cam lam veya naylon zar
ylizeyi lizerinde birbirine ¢ok yakin olarak dizilmis kisa ve
RNA sentezinde kullanilan yiizlerce/binlerce DNA hedef
dizilimlerinin (3’expressed sequence tags) yerlestirilmesi
ve incelenecek olan cDNA’nin floresan/radyoaktif
isaretlemenin ardindan yerlestirilmis DNA ile bir araya
getirilerek isleme alinmasi bulunmaktadir (Schena, 2001).

Gen ifade dizileri i¢in Oncelikli olarak hiicrelere ait
mRNA’lardan cDNA’lar elde edilmekte ve bunlar floresan
teknigi kullanilarak birisi yesil (6rnegin saglam bir
hiicreden alinan mRNA &rnegi) “Cy5” ile, digeri kirmizi
(hastalikli hiicreden alinan mRNA 06rnegi) “Cy3” ile
boyanmaktadir. Bunlarin birlikte karisimi problari belli
olan ve DNA niikleotidleri yerlestirilen cam ya da naylon
membran iizerine uygulanmaktadir (Sekil 1). Bu islem
sonucunda beneklerden (spot) olusan ve her birinin bir geni
ifade ettigi cDNA mikrodizileri elde edilmektedir (Brown
ve ark., 2000; Leung ve Cavalieri, 2003; Gonzalo ve
Sanchez., 2018).

Beneklerde olusan parlak kirmizi renk, hastalikli
hiicreden alinan ornegin, parlak yesil renk ise saglam
hiicreden alinan 6rnegin ifade diizeyinin yiiksek oldugunu
gostermektedir. Kirmizi ve yesil rengin tonlar1 ise yine
sirasiyla hastalikli hiicrelerin farkli ifade diizeylerini ve
saglam hiicrelerin farkli ifade diizeylerini gdstermektedir.
Denemelerde, olusan gri renk tonlari, kayip veya
Olclilememis degerleri ifade etmektedir (Draghici, 2003;
Ocampo ve ark., 2016).

Hiicre gruplarina ait cDNA 6rnekleri bir plaka iizerine
yerlestirilmekte ve mikrodizi olarak adlandirilan plaka,
karanlik bir ortamda lazer taramasindan gegirilerek renk
sinyalleri kaydedilmektedir (Shao ve ark., 2019). Elde
edilen degerler (renk yogunluklari) bir veri tabaninda
tutulmaktadir. Daha sonra her bir 6rnegin her bir genine ait
renk yogunluk verilerinin logaritmalar1 alinip, degerler
doniistiirme islemine tabi tutulduktan sonra bir veri
matrisine atanarak, istatistiksel sonu¢ ¢ikarilmaktadir

(Schuchhardt ve ark., 2000; Taguchi, 2017). Genellikle
veri bankalarindan alinan c¢DNA mikrodizi verileri,
logaritmas1 alinmig degerler olup;

Yij = log 2(Xij)

seklinde hesaplanir ve renk yogunluklar1 dikkate
alinarak x;;=Cyb5ij/cy3ij seklinde bulunur.

Mikrodizi goriintiilerinin  temel yapist satir ve
stitunlardan olusan ve beneklerin olusturdugu 1zgaralar
icermektedir. Bu nedenle beneklerin adreslenmesi igin bazi
parametrelerin belirlenmesi gerekir. Bunlar; Izgaralardaki
satir ve situnlar arasindaki ayrigmalarin tespiti, her bir
1zgaradaki satir ve siitunlardaki benekler arasindaki
ayrismalarin  belirlenmesi, beneklerin  6zel olarak
isaretlenmesi ve goriintiilerdeki dizilerin belirlenmesi
olarak siralanabilir (Draghici, 2003; Shao ve ark., 2019).

Her gen i¢in ifade farkliliginin ortaya konulmasinda,
dizi izerinde olusan bir benegin ger¢ek floresan
yogunlugunun ve arka plan yogunlugunun miktarlarinin ve
ozelliklerinin dogru olarak tespit edilmesi gerekmektedir
(Newton ve ark., 2001). Bu benekler tespit edilirken;

=m

I = ortalama yogunlugu kirmiz1 ile boyanmuslar,

m

[

- ve g, = floresan teknigi ile cDNA’larin
hibridizasyonundan meydana gelen
beneklerin ortalama yogunlugunu,

= yesil ile boyanmuslar,

=

Fib ve g,b = cam veya naylon membran iizerinde

meydana gelen ancak 6dnem arz etmeyen
beneklerin ortalama yogunlugunu,

I ve g; = kullanilan elektronik teknik ya da

kullanilan materyalden kaynaklanan
hatadan olusan benekleri gostermektedir.

Burada i. benek igin:

F"=T

+57£r°, §" =G "'gibigie

seklinde gosterilebilir. Burada,

j, Ol¢iim sonucu elde edilen her bir benekteki piksel
sayisidir. i. genin ifade oranim Z ile gosterdigimizde,

m &b e
el (= .
———— eldeedilir.

g -0 +g;

" ve §" icin dagilis, yaklagik normal dagihig olup i.

genin ifade oranina ait dagilis,

—m? 2 —

=M lop K"
L — L E—

9 —m* + ~m? 26"9\ =m?

gi gi gi

seklinde gosterilir.
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Burada

o, Veo,, [" veq" ileilgili standart sapmay1,

gir
0,4 kirmizi renk ve yesil renk kovaryansim ifade

etmektedir. ¢ ise kirmiz1 ve yesil bolgeleri elde ederken
olusan farkliliklar1 diizelten bir sabittir (Brown ve ark.,
2000).

Ormek 1 Ornek 2
(Saglam Doku) (Hastahkh Doku )
Hucreler '_ ¥ OQ 00
mRNA “E0 3:13:
I } Mikrodizi resimleri
- A

DNA I 3 3B ]
Noktalarla belideme T o *Soee T EEEES
ve hibridizasyon b‘-::::::‘: .:-‘::: : 3 O Tarama

macasan srcasen

Sekil 1. cDNA Mikrodizilerinin elde edilmesi (Herrero ve
ark., 2003)
Figure 1. Obtaining cDNA microarrays

Gen ffade
len ven matnsi

Elde edilen
g )

Islenmis veri

Geakr
Gen e i
<1
T
™ Gendade i

Sekil 2. Ham verilerin gen ifade veri matrisi haline
getirilmesi
Figure 2. Making raw data into gene expression data
matrix

Gen Bilgher

Mikrodizi Goriintiilerinin Veri Matrisine Aktarilmast

Mikrodizi denemelerinde elde edilen goriintii ham veri
olup, bu goriintiilerdeki floresan renk yogunluklar sayisal
degerlere doniistiiriildiikten sonra logaritmik doniisiimii
yapilmaktadir. Sekil 2’de, goriilebilecegi gibi gen ifade
matrisinde, siitunlar farkli birey ve dokular1 veya farkli
zamanlarda ayni birey veya dokulardan alinmig &rnekleri,
satirlar ise genleri ve genlerin biitiin dizilerdeki 6l¢imlerini
gostermektedir (Lin ve Johnson, 2002; Causton ve ark.,2003).

Bircok deneme
denemelerden  elde

sonunda aymi caligmaya ait
edilen  tekrarlanmig cDNA
mikrodizileri bir araya getirilerek, deneme hatasi
minumum seviyeye indirilmeye calisilir. Satir ve
stitunlarin  kesistigi nokta olan beneklerin, ortalama,
medyan, piksel yogunlugu ve her bir benegin arka plan
degerleri olmak iizere bazi nicel Ozellikleri vardir.
Tekrarlanan denemeler kombine edilerek gen ifade
matrisleri olusturulur.

Temel bilesenler analizi, bu sekildeki degiskenler
setinin varyans - kovaryans yapisini, degiskenlerin
dogrusal birlesimleri vasitasiyla agiklayarak, veri
indirgenmesi ve yorumlanmasini saglamaktadir. Yani
miimkiin oldugu kadar az sayidaki yeni degiskenin, orijinal
degisken yerini alacak sekilde olusturmaktadir. Bu
yontemde, karsilikli bagimlilik yapis1 gosteren, Ol¢ctim
sayist n olan p adet degisken; dogrusal, ortogonal ve
birbirinden bagimsiz olma dzelliklerini tagiyan k(k<p) tane
yeni degiskene doniistiiriilmektedir.

Toplam degiskenligin énemli bir kismi k(k<p) bilesen
tarafindan agiklanabildigi durumlarda, k bilesen orijinal p
degiskeni temsil edebilmektedir (Peterson, 2003;
Raychaudhuri ve ark., 2000).

Matematiksel olarak temel bilesenler

X1,X2,...,Xp

gibi p tane degiskenin dogrusal birlesimleridir. Temel
bilesenler,

X' = [ Xg, X2,y Xp ]

sansa bagli vektorii ve bu vektoriin kovaryans matrisi
¥, 6z degerleride 11>42>... >4, > 0 ise £ p elemanli siitun
vektor olmak tizere, degisken sayisi artirildiginda,

X]_,XZ,. . .Xp

gibi p tane tesadiifi degiskenine sahip X vektoriiniin
lineer doniigiimlerini,

yi= 01X = 011X + L1 Xo+.. + Epl)(p (1)
yo= 02X = £12X1 + L22Xo+...+ £p2Xp

yp: E‘pX = Elel + EZpXZ +...+ Eprp
seklinde yazmak miimkiindiir. Veya matris formunda,
Y =¢'X (2)

seklinde yazilabilir. Buradaki amag, X vektoriiniin
dogrusal doniisiimii olan (1) sansa bagl degiskenlerini

0'¢ =1ksitlamas1 altinda maksimum varyansa sahip
olacak sekilde bulmaktadir. Burada ¢’nin her bir siitunu bir
tek temel bilesen katsayilarin1 gostermektedir. (2)
esitliginin varyansi

E(WUX)2=EWXX)=0'>¢ ©)
olmak tizere Lagrange fonksiyonu

D, A) =0 20— (00 -1) 4
olsun.
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Burada A Lagrange carpam ve ¢’/ =1dir. £ ye gore
kismi tiirevi alinip sifira esitlenirse:

a;()=226—2M=0 (5)
ol

sonucuna ulasir. Buradan,
-A)e=0 (6)

elde edilir. Esitlik (6) /' =lkisitlamasi altinda
{=0’dan bagka ¢6zlimiiniin olmasi i¢in

X-Al|=0 (7)

olmalidir. Esitlik (7), A’'min p. dereceden bir
polinomudur. Dolayisiyla (7) ifadesinin p tane kokii vardir
ve bu kokler 11>, > ... > Ay >0 dir. p tane 6z deger
kullanilarak her birine karsilik gelen p tane 6z vektor elde
edilir. (7) esitligini soldan ¢ ile ¢arparsak:

U2 0="1=2 (8)

elde edilir. Buradan Y, = ¢, X ifadesinin varyansi /1
olur. Béylece maksimum varyans igin;

A1 kokiini kullanacak olursak,

0, (Z-41)=0"m

A, e karsilik gelen bir ¢oziimii oldugundan

y, =/ I1X maksimum varyansli lineer bir bilesen olur

(Anderson,1974).

Esitlik (3)’den faydalanarak,

Var(y,)=/(,2/;,i=12,...p 9)

Kov(y,)=/¢, 2/, ik=12,...p (10)

esitliklerini yazabiliriz. Temel bilesenler varyanslari
miimkiin oldugu kadar biiyiik olan ve birbirleri ile iliskili

olmayan yi,y», ...,yp oldugundan ilk temel bilesen olan y:
maksimum varyansli dogrusal bilesendir.

Yani
Var(y,)=/¢,>¢,

maksimum degere sahip dogrusal bilesendir. Sonug olarak,

%, X=Xy, X X,

sansa bagli  vektorlinlin  kovaryans matrisi  ve
(4,8),(4;,8,),.(4,,€,)  ozdeger ve ozvekidr
ikililerine sahip olsun,

Burada, Ai>As,... 2Ap>0 i.temel bilesen

Var(y,) =e X =4 (11)

Kov(y,y)=eXe =0 iz (12)
esitlikleri yardimu ile
Vi =X =e; X+, X, +.. 4+, X, (13)

seklinde yazabiliriz. Eger baz1 Ai’ler esit ise karsilik
gelen katsayilar vektorleri olan eji’lerin  se¢imi yi’den
dolay1 tek degildir (Johnson, 1982).

Yukarida da belirtildigi gibi temel bilesenler analizinde bir
bilesenin uzunlugunu bir 6zdeger, yoniinii ise bu 6zdegere
bagl olarak bulunan bir Ozvektdr tayin etmektedir.
Dolayisiyla temel bilesenler analizinde en 6nemli nokta, bir
¢ok oOzellikten olusan bir tesadiif vektoriiniin varyans-
kovaryans veya korelasyon matrisinden, 6zdeger ve 6zvektor
ciftlerinin elde edilmesidir.

Toplam populasyon varyansi

(07), oy =0, t0,+..t0,

=4 +4 +...+/1p

seklinde olup, k. temel bilesenin toplam varyansa orant,

A k=12,p
At+A++ 4,

seklindedir.

Ayrica temel Dbilesenler analizinin uygulanip,
uygulanamayacagna kiiresellik testi ile karar verilir.
Kiiresellik testi olarak bilinen test i¢in; Ho: Y =I;H1: Y #I
hipotezleri kullanilmakta ve Ho hipotezinin red edilmesi
durumunda temel bilesenler analizinin kullanilmasi
onerilmektedir (Johnson ve Wichern, 1982).

Eger toplam varyansin biiyiik bir kismu (%80, %90),
p’nin bilylik olmas1 durumunda, birinci, ikinci veya ii¢lincii
temel bilesen diye adlandirilan temel bilegenler tarafindan
aciklaniyorsa bu temel bilesenler ¢ok fazla bilgi kaybi
olmaksizin orijinal p degiskeninin yerini alabilmektedir
(Ocampo ve ark., 2016).

Temel bilesenlerin  hesaplanmasi  sirasinda 6z
degerlerin bulunmasindan sonra, 6z deger sayisina karar
vermek 6nemlidir. Bu amagla birgok yontem vardir.

Bunlardan birisi, varyans-kovaryans matrisinden elde
edilen 6z degerlerin ortalamasinin alinmasimni ve bu
ortalama degerden daha biiyiik olan 6z degerlerin modele
dahil edilmesini teklif etmistir. Ayrica, temel bilesen
sayisinin belirlenmesinde, korelasyon matrisinin, birden
biiyiik 6z degerlerinin dikkate alinmasi ve bu 6z degerlere
karsilik gelen bilesenlerin modele dahil edilmesi ise bir
bagka kriterdir. Cattle (1966), tarafindan onerilen bagka bir
yontem de scree grafik testidir (Jollifee, 2002). Bu yontem
de Y eksenindeki 6z degerler, X ekseninde ait olduklar1 6z
degerin sayisina gore egrinin ilk kirilim noktasinin
belirlenerek temel bilesen sayisina karar verilmesidir.
Uygulamada kullanilan bir baska kriter, incelenen
degigkenlere ait toplam varyansin, %75-80 oraninda
aciklanabilmesidir. Genlere ait matris yapisi ise su sekilde
tamimlanir; p diziye ait bir mikrodizi denemesinde, p dizi
sayisini, N ise bir diziye ait genleri ifade etmektedir. Y veri
matrisinin 6rnek bilylikliigiinii genler ve bu genlerin yer
aldig1 deneme veya Ornekler olusturur (n(gen) x p(dizi)).
Matrisin her bir elemani yj ile gosterilecek olursa, i. satir
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ve j. siitunda 1< i <n; 1< j <p araliginda yer alan gen ifade
degerleri olup Y matrisini asagidaki sekilde gdstermek
miimkiindiir (Peterson, 2001).

Yi1 Yiz ---Yip
Yo1 Yoo ---¥Yop
Ynxp =
ynl yn2 ynp
Burada Y’nin her elemani, yj, i. genin ve j. dizi

iizerindeki ifade oranin logaritmasini (LER) tanimlamakta
olup asagidaki sekilde gostermek miimkiindiir. LER (ifade
oraninin logaritmast)

I ;
|ogz['ll<'<'R“’“Z'>jd'r- Burada, 1jj cirmizi Ve ijyesic

ij, (YESIL)

kirmizi ve yesil lazer ile taramasi sonucunda, kirmizi
ve yesil sinyal yogunluklarimi gostermektedir (Peterson,
2003). Daha agik bir ifade ile, Y matrisinin i. satir vektorti,
farkli 6rneklerden ya da farkli denemelerden, dizilerden
alimmig belli bir gen icin floresan yogunluk oranlarini
gostermekteyken j.siitun vektor ise j.dizi ya da 6rnege ait
farkli genlerin floresan yogunluklarini géstermektedir.
Burada, yj, pozitif ise, kontrol grubu ile iliskili olarak j.
deneme ya da drnekteki i. genin yiiksek ifade oranina sahip
oldugu; negatif ise, j. deneme ya da Ornekteki i. genin
diisiik ifade oranina sahip oldugu anlagilmaktadir. k ve |
gibi iki gen ele alindiginda, bu genler arasindaki ikili
korelasyon ise

> @~ 2) 132~ 20) /5,

rkl -

p

olarak bulunur (Raychaurhuri ve ark., 2000). Buradan

elde edilecek sonuglar ile nxn (gen x gen) korelasyon
matrisi ise;

r11 rlZ ""rl

er r22""’2n

n

seklinde gosterilebilir.

Bulgular ve Tartisma

Bu caligmada, Germantown, NewYork’ta Taconic
Laboratuari’nda 2004 yilinda, erkek fareler {izerine yapilan
toksikolojik ¢aligsmalardan alinmig 6675 gen ve 20 diziye
ait cDNA mikrodizi (mikroarray) verileri kullanilmistir.
Genlere ait mikrodizi goriintiisii, goriinti isleme
yazilimlar1 yardimi ile yesil ve kirmizi floresan boya
degerlerinin  oranlarna  gore  sayisal  degerlere
doniistiiriilmiis, daha sonra elde edilen degerler logaritmik
doniigiime tabi tutulmus ve kullanilan sayisal veriler elde
edilmistir. Elde edilen veriler standartlastirilmis veri matris
oldugundan ayrica dizilerin farkli zamanlarda yapilmis
denemelere ait olabilecegi PCR uygulamalarinda, bir

standarda uyulmamis olunabileceginden dolay1 korelasyon
matrisinden yararlanilmistir. Korelasyon matrisinden
hesaplanan 6z degerler Tablo 1°de verilmistir. Tablo 1’den
de goriilecegi gibi,

20
Zki = 4,53336+ 3,25776+ 1,86271+ 1,33514+ 1,17722+ 1,05621+ ... + 0,13465= 20
i=1

dir ve

20
tr(R) = _Zlai =20
i=

dir. Ayrica,
20

|R| = T4 =0,000101
i=1

olarak bulunmustur.

Bulunan bu degerler, verilerin temel bilesenler analizi
icin uygun olup olmadigini belirlemek iizere kiiresellik
testinde kullanilmigtir. Anderson (1974) tarafindan
onerilen kiiresellik testi i¢in kurulan hipotez testine gore,
Ho: R=l, Hi: R#I olup analiz sonucunda Ho hipotezi red
edilmistir. Yani temel bilesenler analizinin uygulanmast
uygundur. Ayrica bilesenler tarafindan acgiklanan varyans
oranlar1 Tablo 2’de verilmistir.

Birinci bilesen, veri matrisindeki degiskenligin
%22,94’inli agiklar. Bu calismada kullanilan deneme
materyaline gore ilk 9 06z deger, veri matrisindeki
degiskenligin toplam olarak %79,21’ini agiklamaktadir.
Bu deger, temel bilesen sayisina karar verilirken goz
oniinde bulundurulacak kriterlerden biri olan, Jollifee
(2002)’nin bildirdigi, bilesen sayisina karar verilecek
kiimiilatif varyansin %75-80 arasinda olmasi kriterine
uymaktadir.

Ayrica %75-80lik varyanstan sonra yapiya girecek bir
bilesen varyansi agiklama oranina %5’den daha az oranda
katkida bulunuyorsa bu temel bilesenlerin 6nemsiz kabul
edilecegi cesitli kaynaklarda yer almaktadir. Bilgi kaybi
amaca gore kabul edilebilir diizeyde ise daha az sayida
bilesenle analize devam edilebilmektedir. Tk 9 temel
bilesenin varyasyonun tamamini izah etmeye yeterli
oldugu diisiiniiliirse bu durumda %20,79 bir varyans kayb1
ile 20 temel bilesen yerine 9 temel bilesen ile ¢alismanin
yeterli oldugu diisliniiliir. cDNA microarray verileri ile
ilgili olarak literatiirlerde benzer galigmalar yapilmistir.
Wagner ve ark. (2015), farelerin hematopoetik
hiicrelerinden elde edilen cDNA doku &rnekleri ile yaptigi
calismada, temel bilesenler analizi ile 4 bilesen ve %79,56
izah orani ile ifade edebilecegini bildirmistir. Ocampo ve
ark. (2016) yaptiklar1 ¢alismada, Leukemia genlerini
kullanarak 7,129 gen ve 72 Ornege temel bilesenler
analizini uygulamislar, bu verileri 4 temel bilesen ve
%88,24 acgiklama oramiyla izah  edebileceklerini
bildirmislerdir. Taguchi (2017), 17,112 Dengue geni ile
yaptig1 c¢alismada, 3 temel bilesen ile %89,5 izah elde
etmistir. Ayrica siniflama metodlarini uygulayarak genleri
birbirleriyle iliskili iki sinifa ayirmistir. Rao ve ark. (2019)
fareler ile yaptiklar1 toksikogenomik caligmada, 32,633
gen ve 26 dizi igin, 10 temel bilesen ile veri yapisini
aciklayabildiklerini ~ bildirmislerdir. ~ Bu  sonuglar,
yaptigimiz ¢aligma ile benzerlik gostermektedir.
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Tablo 1 Yirmi adet diziye ait 6z degerler tablosu
Table 1 Eigenvalues table of twenty arrays

11 lz 13 14 15 ﬂe /17 18 19 7M10
458886 | 3,25776 1,86271 1,33514 1,17722 1,05621 0,90364 0,86766 0,79236 0,68415
A1 A2 13 A4 A1s A6 A1z A1g A19 20
0,65972 | 0,58719 0,55955 0,47211 0,28422 0,25829 0,19176 0,17294  0,15385 0,13465

Tablo 2. Agiklanan varyans paylar1 ve birikimli paylar
Table 2. Explained variance shares and cumulative shares

Fare gen no Oz degerler (A) Aciklanan Varyans Paylar1 (%) Birikimli agiklanan Pay (%)
Fare.3125 4,588 22,94 22,94
Fare.3126 3,257 16,29 39,23
Fare.3127 1,862 9,31 48,54
Fare.3149 1,335 6,67 55,21
Fare.3151 1,177 5,90 61,11
Fare.3083 1,056 5,28 66,39
Fare.3069 0,903 4,52 70,91
Fare.3070 0,867 4,34 75,25
Fare.3074 0,792 3,96 79,21
Fare.3057 0,684 3,42 82,63
Fare.3058 0,659 3,29 85,92
Fare.3030 0,587 2,96 88,87
Fare.3031 0,559 2,80 91,67
Fare.3032 0,472 2,36 94,03
Fare.3018 0,284 1,42 95,45
Fare.3019 0,258 1,29 96,74
Fare.3006 0,191 0,96 97,70
Fare.3007 0,172 0,86 98,56
Fare.3008 0,153 0,77 99,33
Fare.3026 0,134 0,67 100,000
Tablo 3. ilk yedi bilesen ve ilk 10 fare icin faktor yapisi
Table 3. Factor structure for the first seven components and the first 10 mice

Faktor 1 Faktor 2 Faktor 3 Faktor 4 Faktor 5 Faktor 6 Faktor 7
Fare.3125 -0,0734 0,3066 -0,0754 0,1780 -0,0534 -0,7364 -0,2524
Fare.3126 -0,2106 -0,3221 -0,2110 -0,2804 0,2933 0,0043 -0,1109
Fare.3127 -0,2625 0,0656 -0,4322 0,2885 -0,0270 0,1118 -0,1305
Fare.3149 -0,1287 -0,1589 0,0183 0,5362 0,1596 0,4813 -0,2404
Fare.3151 -0,2996 0,0039 -0,2850 0,5278 -0,0122 -0,1319 0,0494
Fare.3083 -0,0063 0,5263 0,0427 0,0664 -0,4241 0,2509 0,2559
Fare.3069 -0,2864 -0,2621 -0,4843 -0,2353 -0,0734 -0,0949 -0,1040
Fare.3070 -0,0523 0,1204 -0,4256 -0,3381 -0,2548 0,2499 0,0828
Fare.3074 0,0535 0,5718 -0,2726 -0,0079 -0,3026 0,0680 -0,1777
Fare.3057 0,2362 0,0608 -0,1300 -0,1270 0,5440 0,1709 -0,2477
Fare.3058 -0,0347 -0,1265 -0,3284 0,1539 0,3048 -0,1095 0,7303
Fare.3030 -0,0872 0,8179 0,0052 -0,0702 0,2070 0,0865 0,0846
Fare.3031 0,1207 0,8367 0,0666 -0,0198 0,1763 -0,0448 0,1250
Fare.3032 -0,1087 0,8032 -0,0181 -0,0311 0,2640 -0,0071 0,0465
Fare.3018 -0,8375 0,1867 -0,0290 -0,0642 0,0101 0,0024 -0,1754
Fare.3019 -0,7860 0,4121 0,0951 -0,0015 0,0106 0,0347 -0,1143
Fare.3006 -0,8621 -0,1518 0,1276 0,0129 -0,0063 0,0183 0,0727
Fare.3007 -0,8244 -0,1805 0,1404 -0,0145 -0,0558 0,0331 0,1476
Fare.3008 -0,8077 -0,2057 0,1169 -0,0692 0,0080 -0,0548 0,1858
Fare.3026 -0,8889 0,0788 0,0136 -0,1002 0,0831 0,0240 -0,0812

Golub (1999), hematolojik malignansilerle yapilan bir
caligmada 6817 gen bulunduran bir dizi iizerinden segilen
50 gen analiz edilmis ve losemiler ALL ve AML olarak
siniflandirilmigtir.  Raychaudhuri  ve ark. (2000),
Saccharomyces cerevisiae’dan alinan 6118 gene ait ifade

oranlarini iceren degerleri kullanmiglaridir. Cattle’in scree
grafik yontemini kullanarak, yedi temel bilesenden ilk iki
temel bilesenin, toplam varyansin %90,4’liik kismini izah
ettigini, bunun da diger bilesenleri temsil edebilecegini
gostermiglerdir.
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Landgrebe ve ark (2002), fare beyni gen ifade
profillerinin kullaniminda antidepresan etkilerin molekiiler
karakterizasyonu iizerine bir ¢alisma yapmuslardir. Dizi ve
genlere ait ifade oranlariyla yapilan analizde secilmis olan
iki temel bilesenin, toplam varyansin %72,2’sini izah
edebildigini gostermislerdir.

Temel bilesenlerin yapilarinin daha iyi
tanimlanabilmesi igin faktorler ile degiskenler arasindaki
korelasyon katsayilarini veren faktor yapisini incelemek
gerekir. Bu degerler temel bilesenin, hangi faktorlerin,
hangi oranda katkida bulunduklarini gdstermektedir. Ilk
yedi temel bilesene ait faktdr yapisi Tablo 3°de verilmistir.

Tablo 3. incelendiginde goriilecegi gibi birinci temel
bilesen ile farkli fare gruplarinin 6zetlenmesinde ¢ok fazla
bilgi kaybina yol agmustir. Ayrica bazi katsayilarin eksi
isaretli olmasi, bu tip faktorlerin iki kutuplu faktor
oldugunu gostermektedir.

Tablo 3. incelendiginde, yedi faktdr yapist iginde,
birincisinde, en yiiksek korelasyona sahip degiskenler;
3026 nolu fare, 3006, 3008 ve 3018 nolu farelerdir. Yani
birinci bilesen birinci faktériin ve agirlikli olarak ta bu
farelere ait genlerin katkilariyla olusmustur.  Ikinci
faktorde ise en yiiksek korelasyona sahip degiskenler;
3031, 3030, 3032 ve 3083 nolu fare isimleri ile belirtilen
degiskenlerdir.

Onemli temel bilesenlerin belirlenmesinde, faktorler ile
farelere ait gen ekspresyon Olgiileri arasindaki yukarida
anlatilan iliskilerden anlasildig1 iizere, 3026, 3006, 3008 ve
3018 nolu farelere ait degerlerin birinci faktor etrafinda,
3031, 3030, 3032 ve 3083 nolu fareler ait degerlerin ikinci
faktor etrafinda yogunlagtig1 s6ylenebilir. Diger faktorlere
ait degerlerde aym sekilde izah edilebilmektedir. Ornegin
toplam varyansin %48,54 iinii aciklayan ilk {i¢ faktor, ele
alman 6675 gen ve 20 dizi yapisindaki cDNA mikrodizi
verileri iginde gen ifade profilini tanimlama bakimindan,
sirast ile 3026, 3006, 3008, 3031, 3030, 3032, 3083 nolu
degiskenler ile yorumlanabilir.

Bu analiz sonuglarina goére, 6675 gen ve 20 dizi
yapisinda, cDNA mikrodizi veri seti icinde gen ifade
profilini belirleyen 20 fareye ait dizi, 9 bilesen etrafinda
yogunlagmistir. Veri matrisinin yapisina ve problemin
ozelligine gore karar verme yontemlerini birlikte ele alarak
ana bilesen sayisina karar verilmelidir. Bu temel bilesenler
diger bagka analizlere baglamadan (6rnegin kiimeleme
analizi ile gen gruplari tanmimlanmaya baslamadan)
degiskenler hakkinda bir fikir verebilecegi gibi ¢ok yiiksek
saylda deneme materyali ile caligmak yerine daha az
varyans kaybiyla ancak biitiin yapry1 izah edebilecek
deneme materyalini igeren veri ile analiz yapma konusunda
151k tutmaktadir.

Sonug¢

Temel Dbilesenler analizi, degiskenler arasinda
bagimliligin olmasi ve boyutlarinin fazla olmasi durumunda,
¢ok degiskenli analizin diger yontemleriyle birlikte cok daha
basarili sonuglar vermektedir. Ancak temel bilesenler
analizine bazi elestiriler de vardir. Bunlar; Bu analizin
degiskenler arasinda dogrusal bir iliski oldugu varsayimina
dayanmasidir. Ayrica, bu ydntemin 6ncelikli amaci boyut
indirgeme oldugundan, bilginin timii kullamlmamaktadir.
Temel bilesenler analizi, ham  degerlere veya
standartlagtirilmis  degerlere  uygulanabildiginden  veri

yapisina gore korelasyon matrisinden ya da kovaryans
matrisinden faydalanarak analizler yapilabilmektedir. Bu
durumda, farkli temel bilesen degerlerinin ortaya giktigi
bilinmektedir.

Bu calisma da 2000°1i yillarda ortaya ¢ikan ve ¢aligma
alan1 genisleyen cDNA mikrodizi teknolojisi ve bu
teknoloji ile beraber binlerce geni igeren yapilarin gok
degiskenli istatistik analiz yontemlerinden biri olan temel
bilesenler analizi ile veri yapisinin ortaya konulmasi
tartigtlmisgtir.

Sonug olarak, temel bilesenler analizi, degiskenler
arasinda bagimliligin olmasi ve boyutlarinin fazla olmasi
durumunda, ¢ok degiskenli analizin diger yontemleriyle
birlikte uygulandiginda ¢ok daha basarili sonuglar
vermektedir. Bunun yaninda yeni ve iimit verici olan
mikrodizi teknolojisinin Onlimiizdeki yillarda yaygin
olarak kullanilacagt ve genlerin fonksiyonlarina iliskin
onemli bilgiler saglayacagi beklenmektedir. Elde edilen
genetik bilgilerin, hastaliklarin teshisi ya da 6nlenmesi ve
kisilerde mutasyona neden olan kimyasal ve fiziksel
ajanlara duyarliligin  belirlenmesi (risk tayini) igin
kullanilmas1 hedeflenmektedir.

Bu amagla genetik testler, 6n plana ¢ikmakta olup,
tastyici bireylerin belirlenmesi i¢in rutin taramalar dogum
oncesi teshis yetigkinlikte baslayan hastaliklarin, belirtiler
ortaya c¢ikmadan oOnce teshisi (O0rnegin Huntington
hastalig1) ve risk tayini (6rnegin ¢esitli kanser tiirleri,
Alzhemier hastalig1) hastalik belirtileri sonrasi kesin tant
gibi konularda faydasi olacag: diisiiniilmektedir.

cDNA mikroarray teknolojisi kullanilarak elde edilen
bilgiler, daha giiglii, iklim kosullarina ve hastaliklara karst
daha dayanikli, besin degeri daha yiiksek bitki ve
hayvanlar yetistirilmesinde kullanilabilecek, bunlarin yani
sira gen aktarimi yoluyla zararli boceklere karst kendi
biyopestisidini iireten ve bu bakimdan toksik pestisitlerin
tarimda kullanimina son verecek bitkilerin, yenilebilir bir
ast olma oOzelligi sunan bitkilerin tretilmesi miimkiin
olabilecektir.
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