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canEvolve: A web portal for cancer integrative genomics and

evolution

Abstract: Genome wide profiles of tumors obtained using microarrays and
next-generation sequencing platforms are being deposited to the public repositories
at an astronomical scale as a result of focused efforts by individual laboratories and
large projects like TCGA and ICGC. Currently, there is a lack of reliable tools that
can integrate and interpret these data in the light of current knowledge, and
disseminate the knowledge to the community. We describe here the canEvolve web
portal for cancer integrative genomics and evolution. The current version of the
canEvolve has multiple datasets for multiple cancer types. The canEvolve database
stores gene and miRNA expression profiles, copy number alterations and clinical
information associated with these datasets in analyzed format as well as publicly
available protein-protein interaction and pathways information about Human
proteome. canEvolve provides primary and unique integrative analysis capabilities.
The primary analysis capabilities include differential expression analysis,
reconstructed regulatory networks and univariate and multivariate survival
analysis. The integrative analysis capabilities include geneset enrichment analysis,
copy number and gene expression ingration analysis and GemiN analysis. This
information is made available to the users using a simple query interface and
network visualization tool. The canEvolve web portal is available for free to the
academic researchers. The canEvolve database is implemented using MySQL
database management system. The web interface is implemented using Javascript
and PHP. The analysis framework is written in R and Bioconductor, Java, C++,
Python. The canEvolve portal is available at http:// www.canevolve.org/.

Key Words: Bioinformatics, cancer evolution, genetic, microarray. Next-generation
sequencing

Ozet: Arastirma gruplart ve TCGA,ICGC gibi biiyiik organizasyonlarm mikro dizi
ve gelecek nesil dizileme platformlarini kullanarak tiimériin genom ¢apinda
profilinin  ¢tkarilmasina  odaklanmalar:  sonucunda agik veri ambarlarinda
astronomik buyukltklerde veriler depolanmaya baslamistir. Giintimiizde bu verileri
mevcut bilginin 1s1ginda entegre edebilen, yorumlayabilen ve diger arastirmacilaria
paylasabilen glvenilir araclar eksiktirler. Bu ¢alismada biz kanser igin entegre
genomik ve evrim web portali canEvolve’ u agikladik. canEvolve’ un mevcut
versiyonu birden fazla kanser turu igin birden fazla veri setine sahiptir. canEvolve
veri tabant gen ve miRNA ekspresyonu profillerini, gen kopya sayisi degisikliklerini
ve veri setlerine eslik eden klinik verileri depolamakta, bununla beraber protein
protein etkilesimi ve insan proteomuna ait yolaglarin bilgilerini paylasmaktadir.
canEvolve temel ve benzersiz entegre analiz segenekleri sunmaktadir. Temel analiz

49



secenekleri arasinda gen ekspresyonu farki analizi, yiikseltim aglarinin yeniden
olusturulmasi, tek ve ¢ok degiskenli sag kalim analizleri yer almaktadir. Entegre
analiz secenekleri ise gen seti zenginlestirme analizi, kopya sayisi ve gen
ekspresyonu entegrasyon analizi ve GemiNi analizini sunmaktadir. Bitin bu analiz
bilgileri sade bir sorgulama ara yiizii ile arastirmacilarla paylagilmakta ve iicretsiz
olarak erisilebilmektedir. Veri tabani gelistirilmesinde MySQL kullanilmis ve
kullamici ara yuzlerinde javascript ve PHP ile gelistirilmistir. Analiz katmaninda ise
R ve Bioconductor, Java, C++, Python programlama dilleri ile gelistirilmis ve
mantik  katmanmina  entegre  edilmisgtir. ~ canEvolve  portalimin  http://
www.canevolve.org/ adresinden erisilebilir.

Anahtar Kelimeler: Biyoinformatik, Kanser Evrimi, Genetik, Mikrodizi, Gelecek
Nesil Dizileme

1. Giris

Insan genom projesinin 10. yilin1 doldurdugumuz bu donemde fonksiyonel genom
teknolojilerinin de hizla gelismesi ile artan genomik verinin genom arastirmalarinda bir
tikaniklik olusturmasi beklenmektedir [1]. Bu veri patlamasi giiniimiizde genomik
alaninda en fazla verinin {iretildigi alan olan onkogenomikte fazlasiyla belirgin sekilde
hissedilmekte ve Kanser Genom Atlasi, Uluslararas1 Kanser Genom konsorsiyumu gibi
biiyiik 6l¢ekli projelerle aragtirmacilar iistiinde biiyiik bir baski olusturmaktadir. Olumlu
taraftan bu veri tufani, Collins ve arkadaglari [2] tarafindan tanimlanan ve kanser
aragtirmacilarinin en bilyiikk problemlerinden birisi olarak gosterilen genomik tabanli
bilginin insan sagligi i¢in olumlu sekilde kullanilabilmesinde biiyiik bir potansiyel
barmdirmaktadir. Diigen veri elde etme maliyetleri, artan donanimsal gug, gelecek nesil
siralama teknikleri gibi yeni teknolojiler ile elde edilen veri miktarinin ve kalitesinin
artigt biyoinformatik alanina buylk bir ilgi dogurmustur [3-5]. Ancak buyiyen bir
gergek olarak veri analizi ve entegrasyon metodolojilerini igeren giiglii hesaplamalari
gerceklestirebilecek bilisim sistemleri altyapisinin eksikligi temel kanser biyolojisi ve
eldeki verinin insan sagligi i¢in verimli sekilde kullanilmasinin dniinde bir darbogaz
olarak yer almaktadir.

Genom aragtirmalarinda aragtirmacilarin karsilastign tek darbogaz bu verinin
islenmesi degildir. Bir bagka problem de farkli 6rneklem gruplarindan toplanmis ayni
tipteki verilerin analizi sonucunda ortaya ¢ikan sonuglarmn birbiriyle her zaman tam
anlamiyla uyusmamasidir [6, 7]. Farkli veri Gireten teknolojiler, normalizasyon metotlari,
analiz algoritmalar1, 6rnek secimindeki istatistiksel gii¢c hesaplamalarindaki uyumsuzluk,
genetik veri ile beraber yeteri kadar klinik verinin toplanamamasi da bu problemlerin
ortaya ¢ikmasinda pay sahibidirler [8].

Genetik aragtirmalarda yaganan bu engellerin yaninda biyolojik kompleksiteninde
ortaya ¢ikardigi bir takim zorluklar vardir. Hiicreler birbirleri ile etkilesen interaktif
sistemler olduklar1 i¢in baz1 durumlarda arastirmacilar farkli veri tirlerini beraber analiz
ederek veya birbirleri ile entegre analiz metotlar1 kullanarak daha gucli sonuglara
ulagma, biyolojik kompleksiteyi daha iyi anlayabilme g¢abasindadirlar [9, 10]. Bu

50



gabanin bir sonucu olarak, beraber ¢alisan genleri ortaya ¢ikarmak icin diizenleyici ag
analizleri veya gen gruplari ile diger gen gruplar1 yada yolaklarin(pathway) iligkilerini
anlamak i¢in gen veri seti zenginlestirme metotlar1 yaygin olarak kullanilmaktadir [9-15].
Gerekli oldugu durumlarda bilim insanlar1 birbirleri ile iligkisi olan ya da oldugu
diisiiniilen farkli biyolojik yapilara ait veri tirlerini de beraber analiz ederek kompleks
suregleri anlamaya calismislardir. Ornegin, Jayaswal ve arkadaslart mMRNA (mesajct
ribonukleik asit) ve gene ekspresyonuna etkisi oldugu bilinen miRNA(mikro ribontkleik
asit) verisini beraber isleyerek bu siireci agiklamaya galismuslardir [16]. Bagka bir 6rnek
olarak ise Xu ve arkadaslar1 ve Soneson ve arkadaslart MRNA gen ekspresyonu verisini
ve gen kopya sayisi verisini beraber kullanarak gen kopya sayisindaki degisimlerin
genlerin aktivasyonu Uizerine nasil etkisi oldugunu anlamaya ¢alismislardir [17, 18].

Butun bu degisimin ve ihtiyaglarin gercevesinde biyoinformatik arastirma
kuruluglar1 ve bilim insanlar1 bu alandaki ihtiyaglara ¢6ziim sunabilmek amaci ile gesitli
analiz altyapilar1 ve metodolojileri gelistirmisler, veri paylagilmasina imkan taniyan
blyuk 6lcekli veri ambarlarin1 kurmuslardir. Guniimizde Gene Expression Omnibus
(GEO), EBI ArrayExpress, Center for Information Biology gene EXpression
database(CIBEX) gibi blyik olgekli veri paylasilabilen platformlar sadece genetik
verinin paylasilmasi igin olusturulmustur [19-21]. GenePattern[22] gibi cesitli agik
kaynak kodlu web tabanl araclar ise farkli analizlerin tek bir ortamdan yapilabilmesine
olanak vermek amaci ile kurulmuslar ancak analiz sonuglarimin paylasilmasina ve
aranabilmesine imkan vermedikleri igin arastirmacilar tarafindan siirli olarak
kullanilabilmislerdir. Oncomine[23] ve Genevestigator [24] gibi araclar ise analiz
altyapisint ve bu analizlere ait sonuglarin paylasmak i¢in olugturulmuslardir. Ancak bu
aracglarda sinirli analiz altyapilari, veri entegrasyonundaki kisithiliklar: ve gesitli ticari
kaygilar ile arastirmacilara genis imkanlar sunamamuglardir.

Butiin bu zorluklardan hareketle bu ¢alismada bizim amacimiz takip eden lic madde
altinda toplanabilir. 1) Olusturulacak web tabanli sistem ile gesitli agik ve 0zel veri
kaynaklarindan toplanmasi ve bu verilerin temel ve entegre analiz yontemleri ile
islenmesine olanak saglanacak 2) Arastirmacilarin farkli kaynaklardan alinarak analiz
edilmis verileri sorgulayabilmeleri ve gorsellestirebilmelerini  saglanacak 3)
Arastirmacilarin kendi veri setlerini mevcut bilgi ve yeni gelistirilecek metodolojiler ile
olusturulmus otomatik is akislar1 igerisinde analiz edebilmelerine olanak saglayacak bir
web portal olusturulmasi amaglanmustir.

2. Sistem ve Metot

canEvolve tasarim agsamasinda farkli ¢alisma ortamlarinin entegre edilebilmesi ve
genisleyebilirlik g6z Online alinarak tasarlanmistir. Farkli ¢alisma ortamlarinin
gerekliliginin en 6nemli nedeni aym tirde veriyi iglemek icin bile farkli analiz
araglarmim gerekliligidir. Henuz veri Uretme Kkonusunda standartlarin ¢ok fazla
yayginlasmadig1 biyoinformatik alaninda farkli platformlarin farkli formatlarda tirettigi
verinin analizi icin yine farkli platformlarda ya da altyapilara sahip araglar
gerekmektedir. Genisleyebilir bir tasarim olmasmin gerekliligi ise biyoinformatik
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alaninin hizla gelismesi ve buna paralel olarak yapilabilecek analizlerin sirekli
degismesi gerekliligidir. Sistemin kendi i¢inde analizleri ger¢eklestirmesinin haricinde
ayni zamanda kayith kullanicilar tarafindan da veri analizleri gergeklestirebileceginden
sistemin arka planda g¢alisan kiimelenmis bilgisayar altyapisina kullanici ve sistem
yoneticilerinin miidahalesine gerek kalmadan glvenli sekilde erisim saglayabilmesi de
gerekmektedir. Sekil 1’de canEvolve mimarisinin basit bir gosterimi yer almaktadir.

canEvolve omurgas1 bir web tabanlhi ara yiz ile kullanicilarla etkilesime
gecmektedir. Web tabanl ara ylzden gelen istekler is akiglarim1 denetleyen siniflar
tarafindan degerlendirilmekte ve gerekli sistemler isleme konulmaktadir. canEvolve
kendi icerisinde veri kaynaklarini barindirdigi gibi aym zamanda biyoinformatik
alaninda arastirmacilar tarafindan oldukga yaygin olarak kullanilan GEO veritabanina
dogrudan baglanti saglayarak arastirmacilarin bu veritabani Uzerinde daha 6nceden
herkese agik sekilde dagitima sunulmus verileri kullanmalar1 saglanmaktadir.
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Sekil 1- canEvolve temel mimarisi

canEvolve web sunuculart kullanicilardan gelen istekleri karsilamakta ve
kullanicilara sistem tarafindan Uretilen giktilar1 dondirmekte kullanilmaktadir. Mantik
katman1 web sunucular tarafindan kendisine aktarilan kullanici istekleri denetlemekte ve
gerekli is akiglarmi ylritmektedir. Bu katman gelen analiz isteklerinin kiimelenmis
bilgisayar alt yapisina m1 yoksa tek sunucu lizerinde ¢aligan temel analiz alt yapisina mi
gidecegine karar vermekte ayni zamanda daha énceden canEvolve veritaban: tarafindan
depolanan bilgilerin gerekli seviyelere iletilmesinde kullanilmaktadir. Kiimelenmis
bilgisayarlarin ayrica canEvolve veritabanindan ya da dis veri kaynaklarindan veri
aktariminda ve diger analiz sunucularina veri aktarilmasinda da mantik katmanini
kullanmaktadir.

canEvolve farkli platformlara ve kaynaklara ait verinin analiz edilebilmesine olanak
sagladig1 icin tasarlamirken birden fazla programlama dili ile gelistirilmis kodlar
kullanilmaktadir. Kullanici ara yliziinde AJAX ile entegre ¢alisan PHP kodlar1 kullanici
isteklerini ve sistemin trettigi ¢iktiyr web tabanh olusturmada kullanilmaktadir. Web
sunucularindan gelen istekler mantik katmaminda PHP ve Python kullanilarak
islenmektedir. Gelen istek dogrultusunda analiz gorevleri tekli caligan analiz
sunucularina is yikune gore ya da kiimelenmis analiz sunucusuna analiz tipi ve veri
biyiikliigiine gore aktarilmakta ve is akiglari takip edilmektedir. Tek ve kiimelenmis
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analiz sunucularinda farkl analiz gorevlerini karsilayabilmek icin ¢ogunlukla R temelli
kodlar ¢aligmakla beraber Python, C++, Java ile yazilmig analiz araglar1 veri isleme
stireclerini yuritmek igin kullanilmaktadir. canEvolve ayni1 zamanda analiz sonuglarimni
ve indeksleri saklamak i¢in veritabani sunucusu olarak MySQL kullanamamaktadir.

3. Sonuglar
I¢erik ve Erisilebilirlik

canEvolve’un birinci versiyonu su anda online olarak erisilebilir durumdadir ve
http://www.canevolve.org adresinden erisilebilmektedir. Birinci versiyon farkli
platformlardan elde edilmis gen ekspresyonu verisi, miRNA ekspresyonu verisi ve gen
kopya sayis1 verisini kendi altyapisi icerisinde depolamakta ve bunlarla ilgili yapilmis
farkli temel ve entegre analiz sonuglarini aragtirmacilarla paylagmaktadir. Ayni zamanda
farkli kaynaklardan toplanmis protein-protein etkilesimine ait verileri depolayarak
kullanicilarla paylasmaktadir.
Temel analiz fonksiyonlar1 gen ekspresyonu farki analizi, gen aglarimin yeniden
olusturulmas1 ve gorsellestirmesi, sag kalim analizini gerceklestirebilmekte ve
kullanicilarla analiz edilmis farkli kanser tirlerine ait verilerin analiz sonuglarimi
paylagmaktadir. Son olarak canEvolve ilk versiyonu gen seti zenginlestirme analizini
gerceklestirmekte ve bununla ilgili sonuglar kullanicilarla paylagsmakta, buna ek olarak
gen ekspresyonu ve miRNA ekspresyonu verilerini entegre ederek ileri beslemeli gen
aglar1 olusturan GemiNi metodunu kullanicilara sunmakta ve yapilmis analiz sonuglarini
paylasmaktadir.

Temel Analiz Ozellikleri

Sistemin temel analiz 6zelliklerinden ilki 2 farkli grubun (6r: normal bireyler ile
hasta bireyler) gen ifadelerindeki degisimin hesaplandig: ve istatistiksel olarak sonucun
kullanicilar ile paylasildigi analiz ekranidir. Bu ekranda gen ekspresyonu degisimi
uygun istatistiksel araglar ve yoéntemler ile R modull tarafindan hesaplanmakta ve
kullanicilara gorsel olarak is haritalar1 ile sonuglar1 gésterebilmektedir.

Ikinci temel analiz fonksiyonu diizenleyici gen aglarinin olusturulmasi
fonksiyonudur. Bu fonksiyon gen ekspresyonu verisini ilgili algoritmalar ile analiz
ederek ortak calisan genleri ayirt etmekte ve gorsellestirmekte kullanilmaktadir.
Biyolojik olarak genlerin bir birleri ile etkilesimde olduklar1 bilinmektedir. Gen
seviyesinde yapilan arastirmalarda genlerin bir birleri ile etkilesimlerini bulmak bilimsel
acidan tek bir gen Uzerindeki degisimi bulmaktan daha anlamli sonuglar ortaya
koyabilmektedir.

canEvolve’un ilk versiyonunda stabil olarak g¢alismakta olan son temel analiz
fonksiyonu ise sag kalim analizi moduliidur. Bu modiil sayesinde arastirmacilar iki farkl:
istatistiksel sag kalim analizine ait sonuglar1 sorgulayabilmekte gen diizeyinde sag kalim
analizi sonuglarina erigebilmekte ve Kaplan-Meier grafigi ile gorsellestirilen sonuglara
ulasabilmektedirler.

Temel analiz dzelliklerinin yaninda canEvolve portalinin en énemli 6zelliklerinden
bir tanesi kullanicilarin entegre analizlere ve sonuglara erigebilmesidir. Biyoinformatik
analizlerinde bir birleri ile iliskili farkl veri tlrlerinin analiz edilebilmesi aragtirmacilara
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blyilk kazanimlar saglamaktadir. Bu sayede arastirmacilar birbirinden farkli biyolojik
yapilarin bir birlerini nasil etkilediklerini anlamaya caligmakta ve tedavi ve tam
protokollerini buna gore desteklemektedirler. canEvolve ilk versiyonunda iki farkli
entegre analiz yontemini stabil olarak kullanicilara aktarmaktadir. Birinci yontem gen
seti zenginlestirme analizidir ve arastirmacilar tarafindan siklikla kullanilmaktadir. Gen
seti zenginlestirme analizi hesaplamaya dayali bir ydntem olup daha Onceden
tanimlanmig gen setleri ile gen ekspresyonu verisini entegre ederek iki farkli biyolojik
durum arasinda istatistiksel farklilik olup olmadigimi hesaplar. Bu yontem ile canEvolve
miRNA hedefleri, gen ontolojisi, sinyal ve metabolik yolaglarini, transkripsiyon
faktorlerini  kullanarak mevcut veri icin istatistiksel hesaplamalar1 ortaya
koyabilmektedir.

Bir diger entegre analiz modulti miRNA ve mRNA verisinin entegre edilerek ileri
beslemeli aglarin olusturuldugu GemiNi modulidir. Bu modilde kullanilan algoritma
da canEvolve gelistirici ekibi tarafindan olusturulmus ve yaymlanmigtir. miRNA
ekspresyonunun degisiminin mMRNA ekspresyonuna etkisinin oldugu bilinmektedir. Bu
bilimsel bilgiyi temel alarak olusturulan GemiNi algoritmasi ile kullanicilar kendi veri
setlerinin analizini ve analiz edilmis veri setlerinin sorgusunu yapmaktadirlar.

canEvolve’un ilk siriiminde aragtirmacilara sundugu bir diger 6zellik ise protein —
protein etkilesiminin sorgulanabildigi ve gorsellestirilebildigi protein etkilesimi
moduludir. Bu modul sayesinde kullanicilar sadece gen seviyesinde bunlarmn birer Griini
olan protein seviyesinde de etkilesimleri sorgulayabilmekte ve arastirma sorularina yanit
arayabilmektedirler.

4. Gelecek Nesil canEvolve

canEvolve portalinin mevcut versiyonu arastirmacilar i¢in kullanima agilmigsa da
gelistirme agamasi yeni analizler icin devam etmektedir. Su anda gen kopya sayisi ve gen
ifade degisimini entegre edecek analiz moddulleri test asamasinda ig ortaklari tarafindan
test edilmektedir. Bir diger ek olarak aynen gen ifade degisiminin sorgulanmasina
olanak veren modil gibi miRNA ifade degisimlerinin de sorgulanabilmesini saglayacak
modul Gzerinde gelistirici ekibin ¢alismalar1 devam etmektedir. Bu asamalardan sonra
gelistirici ekip kiimeleme alt yapisin1 gliclendirerek dizileme verileri Gizerinde daha
detayli analizleri gergeklestirebilecek modulleri test asamasina gegireceklerdir.
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