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OZET
PROSTAT KANSERINDE EPiGENENETIK BiYOBELIRTEC
META ANALIZI
Tuncer, Melis
Yiiksek lisans Tezi, Biyolojik Veri Bilimi Programi
Danisman: Dr. Ogr. Uyesi Filiz Kisaayak Collak
Es Danisman: Dr. Ogr. Uyesi M. Erkan Karabekmez

Prostat kanseri, prostatin anormal biiylimesi sonucu histoloji ve anatomide ciddi
degisimlerle tanimlanir ve erkeklerde en sik goriilen ikinci kanser tiiriidiir. Prostat
kanserinin teshisinde kullanilan taramalar erken evrelerde yeterli duyarliliga sahip
degillerdir. Hastalikta ge¢ tam1 ve teshis, kanserin ileri seviyelere ulagsmasina ve
iyilesme siirecinin uzamasina neden olmaktadir. Prostat kanserinin erken evrelerinde

mevcut taramalara karsilik daha etkin biyobelirteglere ihtiya¢ duyulmaktadir.

Bu tez calismasinda, lokalize prostat kanseri igeren yayinlanmig mikrodizin
calismalarindaki veriler kullanilmis ve tiimore komsu normal dokular ile kiyaslanarak
ifade degisimleri analiz edilmistir. Prostat kanseri doku 6rneklerinde degisen miRNA
ve metilasyon ifadelerinin kanserde degisen gen ifadeleri ile iliskisi gdzlemlenmistir.
[statistiksel olarak prostat kanserinde ifadesi anlamli (q<0,05) degisen miRNA ve
hedef genlerinin dogrulanmasi es zamanli PZR ile gergeklestirilmistir. Meta analiz
sonucunda lokalize prostat kanserinde, normal dokulara kiyasla miR-7-5p’nin
ifadesinin yukar1 yonde diizenlendigi ve prostat kanser doku verilerinde ifadesi yukari
degisen CAMKK?2, TMEM97 ve ifadesi asagi degisen CLIP1 genleri ile iligkili oldugu
gosterilmistir. Bununla birlikte, CAMKK?2, CLIP1, TMEM97 genlerinin prostat
kanserinde hipermetile durumda oldugu bildirilmistir. Dogrulama i¢in es zamanl
PZR, 22RV1 prostat kanseri hiicre dizisi ve normal prostat hiicre dizisi RWPE1
kullanilarak gerceklestirilmistir. Es zamanli PZR sonucunda miR-7-5p, CAMKK2,
CLIP1 ve TMEMY97 ifadelerinde anlamli (p<0.05) bir degisiklik goriilmedi.

Arastirmada elde edilen meta analiz sonuglari, prostat kanserinin erken tanisinin
hastaligin ilerlemesinde 6nemli olmasindan dolay1 lokalize prostat kanserinde degisen

anlatimlarin kritik olabilecegini ve lokalize prostat kanseri doku verilerinde ifadesi

il



degisen genleri hedef alan miRNA ve ifade seviyelerini etkileyen metilasyonun prostat

kanserinde biyobelirte¢ potansiyeli olabilecegini gostermektedir.
Ocak, 2022. 96 sayfa.

Anahtar Kelimeler: Prostat Kanseri, Epigenetik, Gen Anlatimi, Biyobelirteg
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ABSTRACT
EPIGENETIC BIOMARKER META ANALYSIS IN LOCALIZED
PROSTATE CANCER
Tuncer, Melis
Master's Thesis, Biological Data Science Program
Supervisor: Dr.Ogr. Uyesi Filiz Kisaayak Collak

Co-Supervisor: Dr. Ogr. Uyesi M. Erkan Karabekmez

Changes in anatomy and histology of prostate as a result of uncontrolled enlargement
of the prostate cause prostate cancer. Prostate cancer is the most common type of
cancer in men and ranks second in cancer-related deaths. Current screenings used in
the diagnosis of prostate cancer do not have sufficient sensitivity in the early stages.
Late diagnosis and diagnosis in the disease cause the cancer to reach advanced levels
and prolong the recovery process. In the early stages of prostate cancer, more effective

biomarkers are needed compared to current screenings.

In this thesis study, using the published microarray data from the database, different
expression of mMRNA, miRNA and methylation states between localized prostate tissue
and prostate tissues adjacent to the tumor (benign prostatic hyperplasia or normal)
were determined as a result of meta-analysis. The association of altered miRNA and
methylation expressions with altered gene expressions was observed in prostate cancer
samples. Statistically significant (q<0.05) changes in expression of miRNA and target
genes in prostate cancer were confirmed by real-time PCR.The results of the meta
analysis showed that miRNA, mRNA and methylation expressions were significantly
altered in localized prostate cancer compared to prostate tissues adjacent to the tumor
(benign prostatic hyperplasia or normal). miR-7-5p is upregulated in localized prostate
cancer, which is significantly upregulated compared to normal tissues, and is
associated with upregulated CAMKK2, TMEM97, and downregulated CLIP1 genes
in prostate cancer tissue data. However, CAMKK?2, CLIP1, TMEM97 genes have been
reported to be hypermethylated in prostate cancer. Real-time PCR for validation was

performed using the prostate cancer cell line 22RV1 and the normal prostate cell line



RWPEI. Result of real-time PCR was observed no significant (p<0.05) change in the
expressions of miR-7-5p, CAMKK2, CLIP1 and TMEM97.

Meta analysis results shows that miRNA targeting genes with altered expression in
localized prostate cancer tissue data and methylation affecting expression levels may

have prostate cancer biomarker potential.
January, 2022. 96 page.

Keywords: Prostate Cancer, Epigenetics, Gene Expression, Biomarker
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GIRIS

Prostat kanseri (PCa) erkeklerde en sik goriilen 2. kanser tiiriidiir ve kanserden 6lim
oran1 ylksek goriilmektedir (Sung ve digerleri, 2021). Hastaligin ileri yaslarda
goriilmesi artmakla beraber aile dykiisii ve ik risk faktorleri olarak bilinmektedir
(Rawla, 2019). Bununla birlikte yasam tarzinin prostat kanseri ilizerinde etkileri

goriilmektedir (Wilson ve Mucci, 2019).

Prostat kanserinin teshisinde prostat spesifik antijen (PSA) kan testi ve dijital rektal
muayene (DRE) kabul edilen mevcut taramalardir (Smith, Mettlin, Davis ve Eyre,
2000). PSA’nin prostat kanserine 6zgiin olmamasi nedeniyle farkli etkenlerden
(enfeksiyon, iltihaplanma ve benign prostat hiperplazisi (BPH)) seviyesinde artig
goriilebilmektedir (Nadler, Humphrey, Smith, Catalona ve Ratliff, 1995). Bununla
birlikte, yanlis pozitiflik oranlar1 %75’lerde olmaktadir (Mistry ve Cable, 2003) ve
gereksiz biyopsiler de dahil asir1 tedavilere sebep olmaktadir (Etzioni ve digerleri,
2002). Dijital rektal muayenenin PCa’da 6zgiilligii %91 lerde (Schroder ve digerleri,
1998) olmasina ragmen tek basina tiimorii 6n gérememektedir, bu nedenle PSA ile
kombinasyonu gerekmektedir (Irekpita, Achor ve Alili, 2020). Bununla birlikte,
hastaligin erken donemlerinde tiimdriin kiigiik hacimli olusu, dijital rektal muayenenin
teshisini zorlastirmaktadir ve PSA’nin diisiik seviyelere sahip olmasi ile beraber
biyopsiye ihtiya¢ duyulmaktadir (Schroder ve digerleri, 1998). Biyopsi islemi
maliyetlidir ve komplikasyonlara neden olabilmektedir (Das, Razik, Sharma ve
Verma, 2019). Biyopside hangi bolgelerden 6rnek alinacagi ve degerlendirilecegi
tartisma konusudur (Naughton, Smith, Humphrey, Catalona ve Keetch, 1998). Bu
durum hastalarin gozetim altinda olup olmayacagini belirlemede belirsizlik
olusturmaktadir (Klotz, 2005). Hastaligin ilerleme siirecini ve tedaviye verilen
yanitlar1 degerlendirmede, asir1 biyopsilerin engellenmesinde prostat kanserine 6zgii

biyobelirtegler onem tagimaktadir.

Yeni nesil dizileme teknolojisi genomik profillerdeki farkliligi belirlemede ve
kanserde teshis i¢in kullanimina imkan saglamaktadir. PSA’nin disiik etkinligi
sebebiyle yeni biyobelirteclerin kesfi calismalari artmaktadir. Giincel durumda

hastalarin idrar 6rneklerinde bulunan FDA onay1 alan prostat kanseri antijen 3 (PCA3)



kodlamayan RNA, yliksek PSA’ya ve/veya anormal DRE’ye sahip ve/veya Onceki
biyopsisi negatif olan hastalar i¢in biyobelirteg¢ olarak onerilmektedir. Buna karsilik
klinik kullanirmda PSA’nin yerini alan farkli biyobelirte¢ taramalar1 bulunmamaktadir,

daha fazla arastirmaya ihtiya¢ duyulmaktadir (Lima ve digerleri, 2021).

Kanser dokularinin normalden farkli ifade olan molekiillerin belirlenmesinde meta
analiz yaklagimlar kullanilmaktadir. Meta analiz, aym1 konuda iizerine yapilan
caligmalarin sonuglarini istatistiksel olarak birlestiren bir analizdir (Ince, Ozcimen ve

Turan, 2019).

Bu tezde literatiirde prostat kanseri {izerine yapilan ¢alismalarin verileri kullanilarak
lokalize prostat kanseri ve normal (BPH ve saglikli) insan prostat dokusu arasinda
farklilik gosteren molekiiller meta analiz ile belirlenmektedir. Calisma insan prostat
dokusu iizerine omik seviyedeki tiim miRNA, mRNA ve metilasyon ifade
calismalarim birlikte incelemektedir. ifadesi degisen miRNA’larin hedef genleri,
prostat kanser dokusunda ifadesi degisen genlerle karsilastirilarak konsensiis genler
elde edilmektedir. Genlerin degisimini etkileyebilecek metilasyon diizenlenmeleri de
degerlendirilmektedir. Metilasyon durumu promotor bolgesiyle iliskili olarak degisen
genlerin belirlenmesiyle elde edilen tiim listelerden bir meta ¢ikt1 elde edilir. Aday
goriilen genlerin ve miRNA’larin analiz giivenilirliginin artirilmasi i¢in prostat kanseri

hiicre hatlartyla es zamanli PZR ¢alismasiyla deneysel olarak valide edilmektedir.

Sonug olarak, ¢calismamiz mevcut tarama yontemlerine karsilik etkinligi daha yiiksek
prostat doku potansiyel miRNA ve metilasyon biyobelirtegleri tanimlanmasini
amaclamaktadir. Tanimlanan molekiillerin daha ileri ¢aligmalarla prostat kanserinde

biyobelirte¢ potansiyelinin arttirilmasi énerilmektedir.

Tezin giris kisminda 6nem ve amacindan bahsedilmektedir, ¢alismayla ilgili detayl
literatiir aragtirmasi birinci boliimde verilmistir. Kullanilan yontemler ve materyaller
ikinci boliimde belirtilmistir. Analiz sonuglar1 ve belirlenen aday molekiiller ti¢lincii
boliimde gosterilmistir. Calisma sonuglarinin genis literatiir incelemesi ve tartisma

kismi dordiincii boliimde anlatilmis, sonu¢ ve oneriler sunulmustur.



BOLUM I

1. LITERATUR ARASTIRMASI

1.1 Prostat Bezi

Insan prostati, erkeklerde mesanenin altinda yer alan ve iireme sistemini destekleyen
bir bezdir. Prostatin temel amaci, enzimleri, mineralleri ve proteinleri igeren prostat
stvisint olusturarak spermi beslemeye ve korumaya yardimci olmaktir (Kumar ve
Majumder, 1995; Price, McNeal ve Stamey, 1990). Insan prostatinin bolgesel
anatomisi; duktal tiipii igeren “merkezi bolge”, bezin yiizde 70’ini kapsayan “periferik
bolge” ve lretrayr cgevreleyen ‘“gecis bolgesi” olmak iizere 3 farkli bolgeden
olusmaktadir. On fibromiiskiiler stroma prostatin {istiinii gevreleyen kas lifleri ve lifli
bag dokusundan olusan kalinlasmis bir bolgedir. Bu bolge bez igermemektedir
(McNeal, 1981). Prostat epitel bolgesi ii¢ farkli hiicre tipi; liiminal, bazal ve
noroendokrin igermektedir. Liiminal hiicrelerinde yiiksek seviyelerde androjen
reseptorleri ve spesifik olarak sitokeratin 8 ve 18 ifade edilmektedir. Bunun yaninda
hiicre protein salgilar1 tiretmektedir. Liiminal epitel altinda yer alan bazal hiicreler cok
diisiik seviyelerde androjen reseptorii (AR) ifade etmektedir. Genellikle sitokeratinler
5 ve 14 ve p63’iin ifadesi saptanmaktadir. En dig bolgesi noroendokrin hiicrelerden
olugmaktadir ve AR ifadesi goriilmemektedir (M. M. Shen ve Abate-Shen, 2010).

Insan prostatinin ii¢ bdlgesi ve yapisi Sekil 1°de gdsterilmistir.
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Sekil 1. Insan prostat dokusunun yapisi ve bolgeleri (Saranyutanon ve digerleri, 2020

kaynagindan adapte edilmistir.)

1.2 Prostat Kanseri

Prostat morbiditesine {i¢ ana durum benign prostat hiperplazisi (BPH), prostat kanseri

ve prostatit neden olmaktadir (Verze, Cai ve Lorenzetti, 2016).

Prostatit, prostat bezinin bakteriyel enfeksiyon gibi ¢esitli nedenlerden iltihaplanmasi
ile her yasta erkekte goriilen bir durumdur. Iltihaplanmanm ¢ogu zaman nedeni
belirlenememektedir. Hastaligin farkl: tiirleri farkli semptomlar gostermektedir, genel

olarak agri belirtisi saptanmustir (Curtis Nickel, 2011).

Benign prostat hiperplazisi yaslanan erkeklerde en sik goriilen iyi huylu neoplazmdir.
Yasam kalitesini etkileyen semptomlar yasla beraber artmaktadir. Hastaligin histolojik
prevalanst 60 yasindan sonra %50 ve 85 yasin lizerinde %90’dir (Practice ve
Committee, 2003). Genellikle prostatin merkezinde ya da gecis bolgesinde goriilen
hiperplazisi, androjene bagimli olarak biiyiime sergilemektedir (K. L. Lee ve Peehl,
2004; Pienta ve Esper, 1993; Price ve digerleri, 1990). Normal prostat dokusuyla
karsilastirildiginda  stromal hiicrelerinin  6liimii  ger¢eklesmeden  biiyiimenin
gerceklesmesi, epitel-stroma oraninin azalmasina ve stromal biiyiimesine sebep

olmaktadir (Claus, Berges, Senge ve Schulze, 1997).



Prostat kanseri Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi’nin iirettigi GLOBOCAN 2020
kanser insidans1 ve mortalite tahmin verilerine gore, diinyada erkekler arasinda akciger
kanserinden sonra insidans1 en yiiksek kanser tiiriidiir. 2020 y1linda, diinyada yaklasik
1.414.260 yeni prostat kanseri vakasi rapor edilmistir (Sung ve digerleri, 2021).
Diinyada kanserlerin insidans ve 6liim oranlar1 ekonomik gelismislik, sosyal yasanti
ve tibbi imkanlar (tarama , tan1 vb.) yiiziinden farkli uluslar ve cografi bolgeler gore

farklilik gostermektedir (Bray ve digerleri, 2018).

Prostat kanserinin ABD en yliiksek insidans orani goriiliirken, en diisiik insidans orani
Asya’da goriilmektedir (Lichtensztajn ve digerleri, 2014). Ayrica Afrikali-Amerikal
erkeklerde hastaligin 6liim oraninin beyaz irka kiyasla neredeyse iki kati oldugu
gosterilmistir (Panigrahi ve digerleri, 2019). Prostat kanserinde en onemli risk
faktorleri yas ve genetik (Kicinski, Vangronsveld ve Nawrot, 2011) faktorlerdir.
Ayrica prostat kanserinin yas ile goriilme siklig1 artmasina ragmen kanserin agresifligi
azalmaktadir (Crawford, 2003; McClure, Basourakos, Sandhu, Schlegel ve Colt,
2018).

1.2.1 Prostat tiimorii olusumunu ve ilerlemesini saglayan molekiiler

siirecler

Prostat bezlerindeki anormalligin sonucu prostat kanserinin dnciisii olarak diistliniilen
prostatik intraepitelyal neoplazi (PIN) gelismesi goriilmektedir (Packer ve Maitland,
2016). PIN histolojik acidan, niikleer genislemeye bagli yapisal anormallikler, liimen
epitel hiperplazisi ve bazal hiicrelerde azalma ile karakterize edilir. Yiiksek dereceli
ve diisiik dereceli olarak iki ¢esidi vardir (Shappell ve digerleri, 2004). Yiiksek PIN
alanlar1 belirgin yiikseklikte hiicresel proliferasyon sergilemektedir ve prostat kanseri
icin onciil lezyon olarak gosterilmektedir (Eminaga ve digerleri, 2013). Ancak tiim
PIN’lerin prostat kanserine doniistiigii kesin degildir. Prostat kanseri 6nemli derecede
insanlarda fenotipik ve genetik olarak heterojenlik sergilemektedir (Tolkach ve
Kristiansen, 2018). Buna ragmen primer prostat kanserlerinin yaklasik %951 etkili bir

bicimde liimen fenotipi sergileyen adenokarsinomlardir (Alizadeh ve Alizadeh, 2014).

Epidemiyolojik ¢aligmalar aile dykiisiiniin prostat kanserinde 6nemli oldugu ve en

kalitsal kanser tiirlerinden oldugu ortaya koyulmustur. Genom capinda iliskilendirme



calismalarinda (GWAS) prostat kanseriyle iliskili lokus tanimlanmistir (Vietri ve
digerleri, 2021). HOXBI3 prostat kanseri ilerlemesi ile iligkili gen olarak
goriilmektedir (McMullin, Mutton ve Bieberich, 2009). Ayrica BRCA2, ATM,
CHEK?2, BRCAI1, RAD51D ve PALB2 gibi DNA onarim genleri de tanimlanmigtir
(Vietri ve digerleri, 2021).

Prostat kanseri uluslara ve kokenlere gore farkli insidans ve Olim oranlari
sergilemektedir. Bolgelerdeki gelismislik ve tibbi hizmetler (Tarama ve erken teshis)
insidans1 ve 6liim oranlarini etkilemektedir. Gelismis bolgelerde (Kuzey Amerika, bati
ve Kuzey Avrupa ve Avustralya) kanser insidans oranlari, Afrika popiilasyonunda,
Amerika ve Asya niifusuna gore daha yiiksek 6liim oranlar1 goriillmektedir (Bianco ve

digerleri, 2002).

Prostat kanserinde irk/etnik kdken, genetik kalitsalliklarin yani sira ileri yas en 6nemli
risk olarak gosterilmistir. Erkeklerde, prostat kanserine yakalanma olasilig1 yasla
artmaktadir. 50 yasindan sonra kanserin goriilme siklig1 ve 6liim oran1 yiikselmektedir
(Haas ve Sakr, 1997). Yasa bagli molekiiler degisiklikler inflamasyon, oksidatif stres
ve telomer kisalmalar1 prostat kanserinin gelisimine yardimci oldugu gosterilmistir
(M. M. Shen ve Abate-Shen, 2010). Bununla birlikte, cogu kanser tiiriinde oldugu gibi
onkogenetik mutasyonlar prostat kanserinin gelisimini i¢in gerekmektedir. PCa’nin
gelisiminde NK3 Homeobox 1 (NKX3.1) ve p53 gibi tiimor baskilayici genlerin kayba,
Myc onkogenin yukari regillasyonu ve ERG asir1 ifadesinden kaynaklanan
TMPRSS2:ERG gen fiizyonu erken degisimler olarak goriilmektedir. Transkriptom
analizlerinde, prostat kanserinde Onemli Olgiide SMAD4 ifadelerinde diisme
gozlemlenmektedir. Fare modellerinde SMAD4 ve protein tirozin fosfataz (PTEN)
ifadelerindeki diigmeler PCa’nin ilerlemesine ve metastatik fenotip kazanimlarina yol

acmaktadir (M. M. Shen ve Abate-Shen, 2010).
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Sekil 2. Prostat kanseri siireci (Abate-Shen ve Shen, 2000 kaynagindan adapte edilmistir.)

1.2.2 Androjen prostat kanseri iliskisi

Androjenler, androjen reseptorlerine (AR’lere) baglanarak kadin ve erkeklerin
biliylimesini, iiremesini ve gelisimini diizenleyen steroid hormonlardir. Androjenler
testislerde, yumurtaliklarda ve bobrekiistii bezlerde sentezlenir. Dihidrotestosteron
(DHT), androstenedion, dehidroepiandrosteron (DHEA) ve dehidroepiandrosteron
siilfat (DHEA-S) dahil ¢ok sayida androjen tiirleri bulunmaktadir. Testosteron,
ozellikle erkeklerde cinsel gelisim ve farklilasmay1 saglayan baslica androjendir

(Shea, Wong ve Chen, 2014).

Androjen hormonu testosteron, prostat hiicrelerine girdikten S5-rediiktaz enzimi
tarafindan S5a-dihidrotestosteron (DHT) doniistiiriilmektedir (Steers, 2001). DHT
bozulmaya direncli bir reseptor konformasyona sahiptir ve testosterona gore androjen
reseptoriine affinitesi daha yiiksektir (Heinlein ve Chang, 2004). Androjen
stimiilasyonu prostat gelisiminden ve biiyiimesinden sorumludur. DHT, androjen
reseptorlerine baglanarak niikleusa translokasyonuna neden olmaktadir. Cekirdekte,
aktif AR, hedef genlerin promotdr bdlgelerindeki androjen baglanma bolgelerine
(ARE) baglanir ve prostat spesifik antijen (PSA) ve transmembran proteaseerin 2

(TMPRSS2) gibi hedef genlerin transkripsiyonunu diizenler (Grino, Griffin ve Wilson,



1990; Heinlein ve Chang, 2004). Bdylece, prostat gelisimine ve benign prostat
hiperplazisi patogenezine sebep olmaktadir (Steers, 2001).

PCa hastalarinin yaklasik %80-90’1 androjenler ve androjen reseptorii sinyal yoluyla
yakindan iliskilidir. Bu yiizden, hastalara ilk tedavi olarak androjen azalmasi veya
androjen reseptOrii inhibisyonu uygulanmaktadir (Aurilio ve digerleri, 2020).
Androjenden bagimsiz ve ya hormona direngli ilerlemis prostat kanserlerinde AR

ekspresyonu korunur (Heinlein ve Chang, 2004).

1.2.3 Prostat kanserinde mevcut tanilar

Kanserin erken evresi genellikle asemptomatiktir ve erken teshisi edilmesi zordur.
Kandaki serum prostat spesifik antijen (PSA) testi ile beraber dijital rektal muayene
(DRE) prostat kanserinin erken tanisi i¢in mevcut tarama yontemleridir (Smith ve
digerleri, 2000). PSA, glandiiler kallikrein ile baglantili bir serin proteazdir (Lilja,
Ulmert ve Vickers, 2008). Bozulan prostat yapisinin sonucu prostat sekresyonlarinda
anormal PSA iiretimi gerceklesmektedir (Epstein, 2010). PSA degeri enfeksiyon,
iltihaplanma veya yasla beraber en ¢ok goriilen BPH gibi nedenlerden dolay1
artabilmekte ve yanlis pozitifligi %75’lere ulasabilmektedir (Catalona ve digerleri,
1994). Yanlis teshis sonucu liizumsuz biyopsi ve asir1 tedaviye sebep olabilmektedir
(Etzioni ve digerleri, 2002; Johansson ve digerleri, 2004). Bu yiizden PSA testinin
prostat kanserine 6zgiinliigli tartisma yaratmaktadir (Harris, Mostaghel, Nelson ve

Montgomery, 2009).

Prostat kanserinin mevcut taramalar ele alindiginda, dijital rektal muayenenin kanser
tespitinde etkinliginin PSA ‘ya gore daha diisiik oldugu gosterildi. tek basina DRE
yeterli olmadigi PSA’nin DRE ve ultrasonografiyle beraber kanserin saptanma oranini
arttirdig1 goriilmiis (Catalona ve digerleri, 1991). DRE o6zgiilliigii prostat kanserinde
%91 seviyelerindedir ve hassasiyeti PSA seviyesi ile pozitif korelasyon
gostermektedir (Schroder ve digerleri, 1998). Ancak, PSA ‘nin diisiik seviyelerinde (0
ile 4 ng/ml) mevcut taramalarin, hastalarin yarisi agresif ve lokalize kansere sahip
olmasma ragmen kanseri gozden kacirdig: tespit edilmistir (Schroder ve digerleri,

1998; Schroder ve digerleri, 2000). Diisiik PSA seviyelerine sahip erkeklerde, timor



hacminin kiigiikliigiinden DRE sonucu tespitte yeterli olmamaktadir ve daha fazla

biyopsiye gerek duyulmaktadir (Schroder ve digerleri, 1998).

Kanda yiiksek PSA seviyelerine sahip hastalarin kanser varligini belirleyebilmek i¢in
biyopsi uygulanmaktadir. Biyopsiden alinan dokudaki tiimdriin yapilar: 1’den 5’e (en
azdan en ¢ok farklilagmisa) siniflandirilir ve en yaygin iki model toplanarak Gleason
skorlamas1 (primer grade + sekonder grade = skor) gerceklestirilir. Hastaligin durumu
Gleason puanm1 2’den 10’a derecelendirme kategorisine gore degerlendirilmektedir
(Epstein, 2010). Gleason derecelendirme, prostat adenokarsinomunda uzun yillardir
kullanilan ve kabul goren prognostik bir gdstergedir. Prostat adenokarsinomunun doku
biiylime evrelerine dayanan Gleason derecelendirme sistemi, 1966 yilinda Dr.Donald
Gleason tarafindan gelistirildi (GLEASON ve F., 1966). Su an en giincel sisteme
ulasana kadar birka¢ kez modifiye edilmistir (Moch, Cubilla, Humphrey, Reuter ve
Ulbright, 2016). Derecelendirme sistemindeki eksiklerin  giderilmesi ve
basitlestirilmesi i¢in Gleason skoru bes kategoriye indirgenmistir (Epstein ve digerleri,

2016).

1.2.4 Prostat kanserinde epigenetik mekanizma

Epigenetik diizenleme mekanizmalari, kromatin yeniden sekillenmesi yoluyla DNA
diziliminde degisiklik meydana getirmeden gen ifadesinde degisimlere neden
olmaktadir (None ve JR, 2001; WA ve J, 2006). Prostat da dahil bir¢ok kanser tiirlinde
hiicre donglisti kontrolii, hiicre biiyiimesi ve farklilagmasi, DNA onarimi1 ve
anjiyogenez gibi molekiiler mekanizmalarindaki epigenetik degisimler kanserin
gelisimine ve ilerlemesine katki saglamaktadir. Epigenetik degisiklikler prostat
kanseri hastalarinda sik goriilmesine ragmen, prostat kanserinin olusumunda kesin
rolii olan epigenetik mekanizmalar anlagilamamistir. Ancak kanser hastalarindaki
epigenetik degisimler, mutasyonlara gore ¢cok daha fazla siklikta meydana gelmektedir
ve erken evrelerde belirgin olmalarindan dolay1 potansiyel biyobelirteg olabilecekleri
diistiniilmektedir (Catalona ve digerleri, 1994). En yaygin epigenetik diizenleme

mekanizmalari; DNA metilasyonu ve miRNA’lardir.



1.3 DNA Metilasyonu

DNA metilasyonu, memeli genomundaki sitozinin 5'-karbonuna bir metil (-CH3)
grubunun eklenmesiyle gerceklesen kovalent bir modifikasyondur. Bu reaksiyon,
katalizator olan DNA metiltransferaz enzimlerinin metil donérii S- Adenosil
metiyonin (SAM-e)’den metil grubu alarak sitozinin 5'-karbonuna transfer etmesiyle
gerceklesmektedir. DNA metilasyonu promotor bolgelerindeki CpG adaciklarinda,
tekrar dizilerinde ve diizenleyici elemanlarda olusmaktadir (Jones, 2012). Genomdaki
CpG diniikleotid dizilerinin yogun oldugu bdlgelere CpG adaciklart denilmektedir ve
genomun gen bolgelerinin yaris1 CpG adalarini igermektedir (Esteller, 2002).

DNA metilasyonu embriyonik hiicre gelisiminde, X kromozom inaktivasyonu ve
hiicreye 6zgii 6zel genlerin diizenlenmesinde hayati 6neme sahiptir. DNA metilom
diziliminde  ger¢eklesen  anormallikler  hastaliklara  yol  acabilmektedir.
Karsinogenezde genlerdeki anormal metilasyon durumlari hipometilasyon veya
hipermetilasyon olarak gerceklesebilmektedir. Kanser ¢alismalarinda kanser olusum
siiresince Ozellikle tiimor baskilayici genlerin metilasyon diizeyinde artis oldugu

bildirilmistir (Dricu ve digerleri, 2012).

Son zamanlarda, kanser biyobelirteglerinde genlerin ifade seviyelerine etkilerinden
dolay1 promotér bolgesindeki metilasyon diizeylerine yogunlagilmistir. Promotor
bolgelerinde farkli islev diizeylerine sahip iliskili CpG adaciklarmin gen
susturulmasiyla iligkili yerlerinin belirlenmesi kanser biyobelirtecleri i¢in Snem

tagimaktadir (Koch ve digerleri, 2018).

Prostat kanserinde RASSFIA geninin normal prostattan farkli olarak inaktif ve
hipermetile oldugu gozlemlenmistir (Aitchison, Warren, Neal ve Rabbitts, 2007).
Prostat kanseri vakalarinin  %90’mda GSTP1 geninin CpG adaciklarinin
hipermetilasyon durumunda oldugu tespit edilmistir (Nakayama ve digerleri, 2004).
Meme kanserinin gelisimindeki epigenetik degisiklikler gozlenen ¢aligmada kanser
seviyesiyle bazi genlerde metilasyon seviyelerinin arttig1 ve metilasyon durumunun
kanserin erken evrelerinde potansiyel biyobelirte¢ olabilecegi gdosterilmistir (Van

Hoesel ve digerleri, 2013).
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1.4 mikroRNA ve Biyogenezi

mikroRNA (miRNA)’lar ilk defa 1993 yilinda Ceanorhabditis elegans adl
nematoddun gelisimi iizerine yapilan ¢alismayla lin-4 geninin protein
kodlamayamadiginin ortaya koyulmasi sonucu tanimlanmistir (R. C. Lee, Feinbaum
ve Ambrost, 1993). miRNA’lar yaklasik 21-23 niikleotid uzunlugunda evrimsel olarak
korunmus kodlamayan RNA molekiilleridir. mikroRNA’larin olusumu ii¢ formda
gerceklesmektedir. I1k olarak Niikleus i¢inde miRNA’lar 500-3000 baz uzunlugundaki
primer miRNA(PRI-miRNA) olarak RNA polimeraz II enzimi tarafindan transkript
olmaktadir. Ikincisi, ¢ekirdekte pri-miRNA hayvanlardaki mikroislemci kompleks
(Drosha ve kofaktorii Pasha (DGCRS)) tarafindan onciil prekiirsor yapt Pre-
miRNA’lar doniistiiriilmektedir. Exportin 5 ve RAN-GTP tarafindan sitoplazmaya
gecen Pre-miRNA’lar Dicer endoniikleaz’la etkileserek sap-ilmigi kesildikten sonra
olgun miRNA’lara doniistliriiliir. Ayn1 zamanda gen susturmasindan sorumlu RNA-
indiiklenmis susturma kompleksi (RISC) de olusmaktadir (Bartel, 2004; He ve
Hannon, 2004). Komplekste bulunan argonotun (AGO) etkisiyle RNA ipliginden
sadece biri stabildir ve komplekse dahil edilmektedir. Genellikle 5’ ucuna sahip zinciri
stabil olarak olgun miRNA’dan secilmektedir. miRNA* olarak adlandirilan diger iplik
salinir ve bozulmaya ugramaktadir (Zeng, Yi ve Cullen, 2005). Ancak, giiniimiizdeki
ileri sekanslama caligmalarinda komplekse dahil olman zincirinde etkin olabilecegi

ileri sliriilmiistiir (Yang ve digerleri, 2011).
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Sekil 3. miRNA biyogenez semasi1 (Hajarnis, Lakhia ve Patel, 2015)

1.4.1 miRNA’larin etki mekanizmasi

Tek zincirli ve 20 niikleotid uzunlugundaki Olgun miRNA’lar hedef mRNA’nin
3’UTR bolgesiyle komplementeri olarak genin ifadesini etkilerler. miRNA’larin 5’
ucundaki 2-8 niikleotid arasindaki “seed” bolgesiyle mRNA arasindaki baz eslesmesi

genin hangi yolla baskilanacagini belirlemektedir (Lewis, Burge ve Bartel, 2005).

miRNA ve hedef mRNA arasinda yiiksek komplementerlik goériillmesi mRNA’nin
parcalanmasina ve genin susturulmasina sebep olmaktadir. Diisiik komplementerlik
var ise protein sentezinin inhibisyonuna neden olmaktadir. Baz1t miRNA’lar genin
S'UTR bolgesine baglanarak genin inhibisyonuna ya da aktivasyonuna yol
acabilmektedir. Ayrica miRNA’lar genin promotdr bolgesiyle etkilesimiyle
transkripsiyona tesvik ettigi gosterilmistir (Catalanotto, Cogoni ve Zardo, 2016).
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1.4.2 miRNA kanser iliskisi

Posttranskripsiyonel gen regiilasyonu olarak islev géren miRNAlar, protein kodlayan
genlerin mRNA’larin1 baz eslesmesi yoluyla hedefleyerek kansere sebep olan hiicre
dongiisii, apoptoz ve anjiyogenez gibi molekiiler yollar: diizenler (Jansson ve Lund,

2012; D. Li, Hao ve Song, 2018).

Prostat kanserinde miR-182-5p’nin normal prostat dokusuna kiyasla asir1 ifadesinin
kanserin ilerlemesi ile iligkili oldugu ve miR-182-5p’nin yoklugunda kanserin
¢ogalmasinin ve invazyonunun azaldigi bildirilmistir (Hirata ve digerleri, 2013). Bir
timor baskilayict olan miR-101, prostat kanser hiicrelerinde bazi onkogenlerin
ifadesini hedefleyerek proliferasyonu inhibe ettigi gosterilmistir. Ancak ilerleyen
prostat kanserinde mir-101’nin ifadesi asag1 yonde regiile edilmektedir (Chakravarthi
ve digerleri, 2016). Baska bir ¢alismada metastatik prostat kanserinde biyobelirteg
potansiyeli olan bes miRNA (miRNA-375, miRNA-9*, miRNA-141, miRNA-200b ve
miRNA-516a-3p)’nin dogrulamasi yapilmistir. Dogrulama sonucu, serumda miRNA-
375 ve miRNA-141 ifadelerinin hasta 6érneklerinde anlamli olarak yiiksek oldugu ve
yapilan diger analizler sonucu ileri prostat kanseriyle iligkili oldugu gosterilmistir

(Brase ve digerleri, 2011).

1.4.3 miRBase veri tabani ve hedef gen platformlar

miRBase, yayinlanmis miRNA dizileri ve genis bilgilerini igeren halka agik bir veri
tabanidir. miRBase yeni kesfedilmis miRNA’larin isimlendirilmesinden sorumludur,
isimlendirmelerdeki siralamalardan dolay1 deneysel olarak kanitlanmis olmasina 6nem
gosterilmektedir. Ayrica veri tabani, miRNA’larin hedef genlerini igeren kaynaklara
(miRWalk, TargetScan ve miRDB) da erisimi saglamaktadir (Kozomara, Birgaoanu

ve Griffiths-Jones, 2019).

miRDB, miRNA’nin hedef genlerini litaratiirdeki binlerce ¢alismayi analiz ederek
belirlemektedir. Ayrica Gen ontoloji analizlerini de igeren bir ara yiize sahiptir (Chen

ve Wang, 2020).

TargetScan miRNA’larin seed bolgesiyle eslesen genlerin 3' UTR'lerini ve bunlarin

ortologlarini ele alarak tahmin etmektedir (Agarwal, Bell, Nam ve Bartel, 2015).
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miRWalk, miRNA’larin TargetScan miRDB ve miRTarBase platformlarini bir araya
toplayarak hedef genlerini tahmin etmek i¢in kullanictya sunan bir platformdur.
miRNA hedef bolgelerinin tahmin puani aga¢ tabanli algoritma yaklasimiyla

hesaplanmaktadir (Sticht, De La Torre, Parveen ve Gretz, 2018).

1.5 Mikrodizi Teknolojisi

DNA mikrodizi teknolojisi, binlerce genin paralel olarak ekspresyon profillerinin
olusturulmasini saglayan bir yontemdir. Belli uzunluklarda bilinen binlerce gen dizisi
cam slayta (cipe) yerlestirilmektedir. Floresanla etiketlenen RNA ve cDNA
numuneleri gen ¢ipine yerlestirilmektedir ve problara baglanmaktadir. ifade olan
genlerin trettigi 151k alanlar yiiksek ¢oziintirliiklii tarayicilar tarafindan algilanir ve
piksel olarak sinyaller kaydedilmektedir. Boylece hedef genin ifade seviyesini tahmin

etmektedir.

Mikrodizi teknolojisi, komplementer DNA (cDNA) ve oligoniikleotit mikrodizileri
olarak iki ana tiire sahiptir (Richter ve digerleri, 2002). Standford Universitesi
tarafindan gelistirilen cDNA mikrodizileri, iki floreasan boya (Cy3 (570nm; yesil
boya) veya Cy5 (670nm; kirmizi boya)) kullanmaktadir ve etiketlenme sonrasinda iki
farkli kosuldaki goriintii birlestirilerek Cy3/Cy5 orani saptanmaktadir (Oberthuer ve
digerleri, 2010). Gen ekspresyon diizeyinin kesin belirlenemesede yukar1 ya da asagi
diizenlenmis genler bilgisi gozlenmektedir. Oligoniikleotit mikro dizileri sekansi
bilinen mRNA’lar i¢in 25-75 nt uzunlugunda oligontikleotitler olusturulmaktadir. Gen
ifade diizeyi hakkinda kesin tahminler saglamaktadir (Pereira, Fernandes, Valent€o ve

Andrade, 2015).

Mikrodizi ¢alismalarinda genlerin ekspresyon ol¢limleri farkli platformlar tarafindan
elde edilmektedir. Bu alanin 6ncii ticari firmasi olan Affymetrix ve daha sonra Agilent

firmasi bilinen en ticari platformlardir (Gershon, 2002).

Kullanilabilirligi artan DNA mikrodizi teknolojisi veya yeni nesil sekanslama (NGS)
teknolojileri sayesinde kanser molekiiler ve genetik profilleme ve kanser tiirlerinde

terapdtik hedeflerin incelenmesi {izerine yapilan ¢alismalarda artisa yol agmustir.
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Meme kanseri ¢alismalarinda mikrodizi teknolojisi kullanarak geng hastalarda timor
teshisinde potansiyel 70 gen ifade profillemesi olusturulmustur. Bu ¢aligmayla
mikrodizi teknolojisinin timdrde gilivenilir bir teshis araci olabilecegi ilk kez

gosterilmistir (Glas ve digerleri, 2006).

1.5.1 Mikrodizi veri tabanlari

Aragtirmacilarin mikrodizi verilerini ham ya da islenmis olarak halka acik olarak
sunabilecegi veri tabanlar1 bulunmaktadir. Veri tabanlarinda, veriler FGED dernegi
tarafindan olusturulan Minimum information about a microarray experiment
(MIAME) standartlarina uygun olarak sunulmaktadir. MIAME standartlariyla
Ulagilan veri sonuglarinin degerlendirilmesi ve bagka calismalarla dogrulanmasini

amaclamaktadir (Brazma ve digerleri, 2001).

1.5.1.1 Gen ekspresyonu omnibus (GEO)

Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi (NCBI), arastirmacilarin c¢alisma verilerini
ylklemesine ve kullanicilarin iicretsiz erisimini saglayan Gene Expression Omnibus
(GEO) veri tabanini tasarlamigtir. GEO veri tabaninda yer alan veri setleri “ham” veya
“seri matris” veri halinde bulunmaktadir. GEO veri tabaninda yer alan ¢aligmalarda
ornekleri (GSMxxx), platformlar1 (GPLxxx) ve serileri (GSExxx) temsil eden 6zel
terminolojiler kullanilmaktadir. Ayrica, caligma verilerinin istatistiksel analizine ve
gorsellestirmesine olanak saglayan R istatistiksel paketlerini kullanan GEO2R web

araci bulunmaktadir (Barrett ve digerleri, 2013).

1.5.1.2 Arrayexpress

Avrupa Biyoinformatik Enstitiisi (EMBL-EBI)’'nde yer alan ARRAYEXPRESS
kullanicilarin  ¢alisma verilerini yiiklemesini saglayan acik bir veri tabanidir.
ArrayExpress yiiklenen veriler, veri analizine ve gorsellestirmeye olanak saglayan
MAGE-TAB formatinda bulunmaktadir. ArrayExpress veri taban1 GEO dahil diger

veri tabanlarindaki ifade verilerini igeri aktarmaktadir (Kolesnikov ve digerleri, 2015).
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1.5.1.3 Kanser genom atlas1 (TCGA)

Kanser Genom Atlast (TCGA), 20 farkli kanser tiiriiniin binlerce 6rnekli RNAseq
verilerini igeren veri tabanidir. TCGA verilerinin boyutlar1 terabaytlar

bulabildiginden Firebrowse verilerin analizini kolaylastirmak i¢in gelistirilmistir (Zhu,

Qiu ve Ji, 2014).

1.6 Meta Analiz

Meta analiz belli bir konuda yapilan farkli ¢alisma sonuglarinin bir araya getirilerek
istatistiksel analizinin gerceklestirilmesidir. Mikrodizi verilerinin meta analizinin ana
islemleri 7 adimda asagida belirtilmistir (Ramasamy, Mondry, Holmes ve Altman,

2008):

1. Arastirmanin konusuna uygun mikrodizilerin literatiir ve veri tabanindan
secilmesi

2. Verilerin elde edilmesi

(O8]

Verilerin 6n iglenmesi (Farkli platformlarin birlestirilmesi, ol¢ciimlerin kalite
degerlendirmeleri ve benzeri)
. Prob ID’lerin bilgilerinin edinilmesi ve gen isimlerine ¢evrilmesi

4

5. Prob ve genler arasindaki diizenlemelerin yapilmasi

6. Meta analiz i¢in uygun istatistiksel yontemin belirlenmesi
7

Elde edilen sonuglarin yorumlanmasi

Bununla birlikte elde edilen sonuglara gen seti zenginlestirme (Subramanian ve
digerleri, 2005) , birlikte ifade (Chowdhury, Bhattacharyya ve Kalita, 2020) ve hayatta
kalma (Clark, Bradburn, Love ve Altman, 2003) analizleri de ger¢eklestirilmektedir.

Verilerde ifadesi degisen genlerin belirlenmesi i¢in verilerin birlesmesini saglayan
dort meta analiz yontem (p-degerlerinin birlestirilmesi, etki biiyiikliiklerinin
birlestirilmesi, siralamalarin birlestirilmesi ve normalizasyon islemi sonrast dogrudan

birlestirme) sunulmaktadir (Tseng, Ghosh ve Feingold, 2012).

Fisher tarafindan onerilen P-degerlerini birlestirme, ¢alismalarin -log doniistiiriilmiis
p-degerlerini birlestirir. Zamanla fisher yontemine alternatif yontemler gelistirilmistir

(Tseng ve digerleri, 2012). Choi ve digerleri, 2003 yilinda, farkli ¢alismalarda yer alan
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iki grup arasindaki etki biiylikliiglinlin birlestirilmesini 6nermislerdir (Choi, Yu, Kim
ve Yoo, 2003). Sabit ve rastgele etki modelleri olarak yaygin iki yaklasim
bulunmaktadir. Sabit etki modellerinde bir veri setinde bulunan etki biiyiikliigiiniin
gercek etki ve 6l¢iim hatalarinin etkisinin birlesimi oldugu varsayilmaktadir. Rastgele
etki modelde caligma heterojenliginin de etkisi oldugu varsayilir. Rastgele etkilerin
degerlendirilmesi i¢in Q-istatistigi Sabit ve rastgele efekt modellerinde kullanilmistir
(Tseng ve digerleri, 2012). Siralamaya dayali analizler tek bir veride yer alan genlerin
kat degisim (FC) degerlerine gore siralanmasidir. Her bir veri setindeki FC degerlerine
gore siralan genin birlestirilmesi sonrasi sonug¢ ortalama ya da toplanarak 6zetlenir
(Hong ve Breitling, 2008; Tseng ve digerleri, 2012). Normalizasyon islemi sonrasi
dogrudan birlestirme, veri setlerinin 6n islemi gerceklestirdikten sonra istatatistiksel
yontemler uygulanmadan dogrudan birlestirilmesidir (Lagani, Karozou, Gomez-

Cabrero, Silberberg ve Tsamardinos, 2016).

1.6.1 Kanser calismalarinda meta analiz

Tiimor dokularinda farkli eksprese edilen genlerin belirlenmesi, benzer ¢aligmalarin
veri setlerinin karsilastirilmasiyla ¢ok sayida ornege dayandirilmaktadir. Boylece
bireysel ¢alismalardan daha giivenilir sonuglar elde edilmektedir. Ayrica birgok
calismada kiiciik etkileri goriilmesine ragmen etkili sonuglara sebep olan genlerin
saptanmasinda 6nemli oldugu goriilmiistiir (Ramasamy ve digerleri, 2008). Benzer
caligsmalarin veri setlerinin arasindaki anlamlilik istatistiksel testleri igeren meta-analiz
yaklagimlarla degerlendirilmektedir (Vennou, Piovani, Kontou, Bonovas ve Bagos,

2020).

Pankreas duktal adenokarsinomunun gelisimindeki genler meta analiz ¢alismasi ile
tanimlanmistir, Pankreas kanser 0rneklerinde 364 genin yukar1 ifade oldugu ve 204

genin asagi diizenlendigi gosterilmistir (Griitzmann ve digerleri, 2005).

Song ve digerleri ¢alismalarinda 7 meme kanseri hiicre hattiyla 3 normal meme hiicre
hatt1 arasindaki protein ifadeleri karsilastirilmigtir. Veri analiz sonucunda RAIDD, Rb
p107, Rb p130, SRF, and Tyk2 proteinleri meme kanserinde potansiyel biyobelirte¢
olarak bulunmustur (Song ve digerleri, 2008).
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Elek ve digerleri ¢alismalarinda 3 farkli prostat kanseri dokusu ve normal prostat
dokusu 588 bilinen gen igeren ¢ip kullanilarak mikrodizi analizi gergeklestirmistir.
Analiz sonucunda tiimor dokusunda 9 genin farkli ifade oldugu bulunmustur.
Glutatyon-S-transferaz teta 1 (GSTT1) geninin es zamanli PZR ile dogrulanmasiyla
potansiyel hedef olabilecegi gosterilmistir (Elek, Park ve Narayanan, 2000).

Zhang ve arkadaglar tarafindan miRNA ve mRNA profillerine dayali ¢calismada GEO
veri tabanindan alinan 49 prostat tiimor 6rneginin normal numunelere gore ifadesi
degisen 30 gen tamimlanmistir. Daha Once baska caligmada tanimlanan alti
miRNA’larin hedef genleri microCosm, miRTarbase ve TargetScan platformlarindan
bulunarak ifadesi degisen genlerle kesisiminden genler belirlenmistir. miRNA’larla
iliskili olan genlerin prostat kanser siirecini destekleyebilecegi gosterilmistir (X.
Zhang, Sun, Wang, Yang ve Li, 2017). Bununla beraber prostat kanseri ile iliskili
AMACR, EZH2, TMPRSS2-ERG, miR-141 ve miR-221 molekiiler belirteglerin
oldugu mikrodizi ¢alismalarinda gosterilmistir (Dalsgaard, 2010).
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BOLUM II

2. MATERYAL VE METOT

2.1 miRNA Veri Setlerinin Elde Edilmesi ve Analizi

Bu ¢alismada, GEO (Barrett ve digerleri, 2013) veri tabaninda yer alan yayinlanmis
farkli miRNA c¢alismalart incelenerek birincil prostat kanseri ve normal (benign
prostat hiperplazisi ve saglikli) insan dokusu 6rnekleri igeren GSE76260 (El Bezawy
ve digerleri, 2017), GSE21036 (Taylor ve digerleri, 2010), GSE60117 (Lefort ve
digerleri, 2016), GSE36803 (Lin ve digerleri, 2013) ve GSE64318 (Wang ve digerleri,
2015) veri setleri toplanmistir. Veri seti seciminde metastatik prostat kanseri, ilaca
direngli prostat kanseri, formaline sabitlenmis, parafine gomiilmiis (FFPE- formalin-
fixed, paraffin-embedded) doku, hiicre hatt1 ve serum 6rnekleri hari¢ tutulmustur.
Hasta doku ornekleri, Gleason skoru, perindral invazyon durumu, histopatolojik

derecesi ve yas bilgileri ayirt edilmeden degerlendirilmistir.

2.1.1 miRNA verilerinin istatistiksel hesaplanmasi

Secilen veri setleri Oonceden islenmis seri matris veri olarak “.txt” formatinda
kullanilmistir. Her veri setinde iki mikrodizi gruba (prostat kanser drnekleri ve normal
ornekleri) ayrilan Ornekler arasinda miRNA’larin ifadelerini karsilastirmak igin
ogrenci t-testi kullanmilmistir. GEO2R (Barrett ve digerleri, 2013)’a aktarilan veri
setinde metastatik prostat kanseri, ilaca direncli prostat kanseri, FFPE doku, hiicre hatti

ve serum Ornekleri ¢ikarilmastir.

Veri setlerinde, ¢ogu genin gen ifade seviyeleri diisiik ve bazi genlerin yiiksek

oldugundan dolay1 genomdaki gen ifade seviyesi dagilimlari asimetrik haldedir. Log2
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transformasyonu veri analizlerinde gen ifade dagilimini simetrik hale getirmektedir ve
genleri  birbiriyle  karsilastirilabilir  kilmaktadir.  Analiz  Oncesinde  log2
transformasyonlari1 olmayan veri setlerinin transformasyonlart GEO2R’da

gerceklestirildi. Her veri setinin analiz sonucu Excel dosyasina aktarildi.

Kat degisim (FC-fold change) durumlari, normal doku 6rneklerin ortalamasi ve prostat
kanseri doku ornekleri ortalamasi arasindaki fark alinarak hesaplanmistir. Prob
ID’lerin gen isimleri Agilent (GSE21036-GPL8227, GSE60117-GPL13264,
GSE64318- GPL8227), Illumina (GSE76260- GPL8179) ve Affymetrix (GSE36803-
GPL8786) platformlarindan ulasilarak iliskili oldugu veri setlerinde diizenlenmistir.

Veri setlerinin istatistiksel sonuglarina ii¢ farkli filtreleme uygulanmistir;

e P-degeri <0,01
e P-degeri <0,01 ve logFC >1
e P-degeri <0,01 ve logFC <-1

Filtrelemeler sonucunda veri setlerinde ortak olan miRNA’lar tespit edilmistir.

2.1.2 Ifadesi degisen miRNA’larin hedef genlerinin bulunmasi

Bu calismada, prostat kanserinde farkli ifade olan miRNA’larin tohum bolgeleriyle
eslesen biyolojik hedef gen tahmini igin farkli yazilimlara sahip TargetScan 7.2
(McGeary ve digerleri, 2019), miRWalk (Sticht ve digerleri, 2018) ve miRDB (Chen
ve Wang, 2020) platformlar kullanilmistir. Her platform i¢in ayr1 puan filtrelemesi

uygulanmistir;

e miRDB platformunda hedef gen tahmin puani >60
e miRWalk platformunda hedef gen puani >80

e TargetScan platformunda hedef gen puani >95 ve >80
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2.1.3 Hedef genlerin GO ve KEGG analizleri

Gen Ontoloji (GO-gene ontology) (Ashburner ve digerleri, 2000) genlerin biyolojik
stireclerini, hiicresel bilesenlerini ve molekiiler islevlerini agiklayan bir zenginlestirme
analizidir. Genler ve Genomlarin Kyoto Ansiklopedisi (KEGG-Kyoto Encyclopedia
of Genes and Genomes) (Ogata ve digerleri, 1999) genlerin iligkili oldugu metabolik
yolaklarin belirlenmesini sag bir veri tabanidir. Hedef genlerin fonksiyonel ve yolak
analizlerinde aciklama, gorsellestirme ve entegre kesif i¢in veri taban1 (DAVID- The
Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery) (Huang, Sherman
ve Lempicki, 2009) 6.8 versiyonu kullanildi. Sadece GO analizinde biyolojik siire¢
(BP-Biological Process) kategorisine bakildi. DAVID BP fonksiyonel analizi ve yolak

analizi sonucunda p-degeri’ne gore 0,05 filtrelemesi uygulandi.

2.2 Gen ifade Veri Setlerinin Elde Edilmesi ve Analizi

Bu ¢alismada, gen ekspresyon verilerinin analizi i¢in GEO veri tabaninda, yayinlanmig
farkli ¢aligsmalardan elde edilen insan gen ifade mikrodizi veri setleri (GSE32448
(DeRosa ve digerleri, 2012), GSE32571 (Kuner ve digerleri, 2013), GSE69223
(Meller ve digerleri, 2016), GSE68555 (Y. P. Yu ve digerleri, 2004), GSE6956
(Wallace ve digerleri, 2008)) se¢ilmistir. Tiim veri setlerinde, birincil prostat kanseri
ve kansere komsu (normal ve BPH) prostat dokular1 6rnek olarak alinmistir. Veri
setleri secimlerinde normal farkli hasta, metastatik prostat, ilaca direngli prostat
kanseri, FFPE doku 6rnekleri ve hiicre hatt1 verileri hari¢ tutulmustur. Veri setlerinin

platformlarina ve kanser seviyelerine bakilmaksizin 6rnekler incelendi.

2.2.1 Gen ifade verilerinin istatistiksel hesaplanmasi

Her veri setindeki mikrodizi (kanserli doku ve normal doku) 6rnek gruplari birbiriyle
bagimlidir. Bagimli (eslestirilmis) t-testi (Wadhwa ve Marappa-Ganeshan, 2021),
bagimli gruplar arasindaki gen ifadelerinde anlamli farki test etmek iizere

kullanilmastir.

Yapilan bagimli testin hata oranlarini kontrol etmek i¢in g-deger (Lai, 2017) yaklagimi
uygulandi. Veri setleri i¢in g-degeri <0,05 filtrelemesi yapildi. Probe ID’lerin gen
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isimleri Illumina (GSE32571-GLP6947) ve Affymetrix (GSE69223-GLP570,
GSE68555-GLP93, GSE6956-GLP571, GSE32448-GLP570) platformlarindan
ulasilarak iliskili oldugu veri setleri diizenlenmistir. Her veri setinde anlamli degisim
gosteren genler yukar1 ya da asagi diizenlenmis olarak ikiye ayrildi ve en az 3 veri

setinde ortak olan genler belirlendi.

2.3 miRNA-mRNA Iligkisi

Ifadesi degistigi gozlenen miRNA’larin konsensiis hedef gen listeleriyle, yukar1 ve

asag1 degisen gen ifadeleri listeleri karsilagtirilarak ortak genler belirlenmistir.

2.4 Metilasyon Analizi

Bu ¢alismada, metilasyon veri seti GSE76938 (El Bezawy ve digerleri, 2017) GEO
veri tabanindan elde edilmistir. Veri seti se¢ciminde birincil prostat kanseri ve kansere
komsu (normal ve BPH) prostat dokular1 insan doku 6rneklerinden en az bir tane
icermesine dikkat edildi. Veri setleri se¢imlerinde kansersiz normal hasta, metastatik
prostat, ilaca direngli prostat kanseri, FFPE doku 6rnekleri ve hiicre hatt1 verileri hari¢
tutulmustur. Veri setlerinin platformlarina ve kanser seviyelerine bakilmaksizin

ornekler incelendi.

2.4.1 Metilasyon veri setinin istatistiksel hesaplanmasi

Anlamli degisen metilasyon bolgelerinin tespiti i¢in veri setinin seri matris dosyasi
kullanildi ve bagimli t-test (Wadhwa ve Marappa-Ganeshan, 2021) uygulandi.
Bulunan p-degerlerinin hata oranini diizeltmek i¢in q-degerleri (Lai, 2017) hesaplandi.
Veri seti i¢in q-degeri <0,05 filtrelemesi yapildi. Illumina platformundan probe
ID’lerin gen isimleri bulunmustur. Veri setinin GEO’da Illumina GPL8179
platformunda belirtilen promotor bolgesiyle iliskili olan genlerle calismaya devam

edildi.

Q-deger <0,05 filtrelemesine “beta farki” filtrelemesi de eklenerek sonuglar elde

edildi. Beta farkinin mutlak degeri (Delta-A) i¢in ii¢ yaklasim (0,15, 0,2, 0,25)

22



gerceklestirildi. Metilasyon durumu degisen genler, yukari ve asagi diizenlenmis
olarak iki grupta listelendi. Listelenen genlerin fonksiyonel ve yolak analizleri

DAVID’de yapildi.

2.5 Validasyon Icin Es Zamanh PZR Analizi
2.5.1 Hiicre hatt1

Amerikan Tipi Kiiltiir Koleksiyonu (ATCC-American Type Culture Collection)’ndan
alinmis insan primer prostat kanseri hiicre hattt 22RV-1 calisma grubu olarak
kullanildi.  Kontrol grubu olarak insan normal prostatinin periferal bdlgesinden

tiiretilen epitel hiicreleri, RWPE-1 hiicre hatti ATCC alinarak kullanildi.

22RV-1 prostat kanser hiicreleri RPMI-1640 (Gibco) ortaminda, %10 fetal bovine
serumu ve penisilin / streptomisin (Gibco) i¢inde kiiltiirlendi. RWPE-1 hiicreleri, insan
rekombinant epidermal biiyiime faktorii (EGF), sigir hipofiz bezi ekstresi (BPE-
bovine pituitary extract) ile desteklenen 6zel keratinosit olmayan (Keratinocyte Serum
Free Medium (K-SFM) Kit, Gibco) besiyerinde, biiyiitiildii. Kiiltiirler 37°C, %5 CO2

iceren bir atmosfer altinda tutuldu.

2.5.2 RNA izolasyonu

Hiicre hatlarinin RNA izolasyonu EZ-10 Total RNA Miniprep Kit (Bio Basic, Kanada)
protokoliine gore yapildi. Kitin protokoliine gore soliisyonlar i¢in 50 reaksiyonluk 6n

hazirlik yapildi.

-80 °C’de pellet halinde saklanan hiicre hatlar1 buza alindi. Ependorf tiiplerde pelet
halinde bulunan hiicrelere 300 pl lizis tamponu (Buffer RTL) ilave edilip vortekslendi
ve 5 dk oda sicakliginda inkiibe edildi. Ardindan tiiplere 0,59 ml RNAaz igermeyen su
ve 10 pl proteinaz K eklenerek tekrar vortekslendi. Karistirilan tiipler 55 °C’ye ayarh
1s1tict blokta 10 dk inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras1 12000 x g 4°C’de 3 dk. santrifiij
edildi ve olusan siipernat karisimi yeni RNAaz icermeyen 1,5 ml santrifiij tiiplerine

aktarildi. Tiiplere 2 hacminde ethanol ilave edilerek alt iist karistirilda.
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Tiiplerin i¢indeki karigim spin kolon tiiplerine aktarilarak oda sicakliginda 12000 x
g’de 1 dk. santrifiij edildi. Ardindan tiiplerdeki siipernat kisim uzaklagtirildi ve spin
kolonlar yeni tiiplere yerlestirildi. Yeni tiiplere 0,35 ml DW soliisyonu eklenerek oda
sicakliginda 12000 x g’de 1 dk. santrifiij edildi. Tiiplerdeki siipernat kisim
uzaklastirildr ve tiiplere 0,5 ml RPE soliisyonu ilave edildi. Ardindan tiipler oda
sicakliginda 12000 x g’de 1 dk. santrifiij edildi ve siipernat kisim uzaklastirildi. Tekrar
tiiplere RPE soliisyonu eklenerek santrifiij edildikten sonra siipernat kisim
uzaklastirildi. Tiipler oda sicakliginda 12000 x g’de 2 dk. santrifiij edildi ve ardindan
oda sicakliginda 2 dk. inkiibasyon gergeklestirildi. Spin kolon yeni 1,5 ml sanrifiij
tiiplerine yerlestirildi. Tiiplere 50 ul RNAaz icermeyen su ilave edilerek oda
sicakliginda 2 dk. inkiibe edildi. Son olarak tiipler oda sicakliginda 12000 x g’de 1 dk.
santrifiij edildi. miRNA ve mRNA i¢in total RNA miktar1 ve safligi, 260 nm ve 280
nm absorbansta, NanoDrop spektrofotometresi kullanilarak degerlendirildi. Kitin

onerdigi saf RNA 1,9 - 2,0 0D260/0D280 oranindadir.

2.5.3 Komplementer dna (cDNA)

Izole edilen toplam RNA’dan cDNA sentezi, OneScript Plus cDNA Synthesis kit
(abmGood, Kanada), protokolii izlenerek gergeklestirildi. Her bir reaksiyon basina
toplam 1000 ng RNA ¢cDNA ‘ya ¢evrildi. Kitin protokoliine gore 4 uL (5X) RT Buffer,
1 uL ANTP ve 1 pL Primerler 6’11 strip PCR tiipiine ilave edildi. Toplam RNA’lar ayr1
ayr strip PCR tiiplerine eklendi. Ardindan karigimlara 1 pL Reverse Transkriptaz
enzimi ilave edildi. Son olarak su eklenerek karisimlarin toplam hacmi 20 pL’ye
tamamlandi. 6’11 strip PCR tiipii karistirildi ve 3 sn. santrifiij edildi. cDNA sentezi i¢gin
karigimlar 15 dk. 50-55°C’de hemen ardindan 5 dk. 85°C’de inkiibasyon edildi. Son
olarak 1 dk. 4°C’de bekletildi. Elde edilen cDNA 6rnekleri -20°C’de muhafaza edildi.
Ardindan cDNA’ya ¢evrilmeyen toplam RNA numuneleri -80°C’de saklandi.

2.5.4 Primerlerin tasarimi

Genler ve miRNA‘lar i¢in es zamanli PZR’da kullanilan primerler NCBI Primer-
BLAST platformu kullanilarak tasarlandi. Tasarlanan primerlerin ileri (F-Forward) ve

geri (R-Reverse) sekanslar1 Tablo 1°de gosterilmistir. Elde edilen primer dizilerinin
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dimerizasyonu i¢in delta G degerlerine OligoAnalyzer Tool, IDTDNA kullanilarak
bakildi. miR-7-3p i¢in primer tasarimi ve sentezi abmGOOD firmasi tarafindan temin

edildi. Diger primerlerin sentezi Sentromer DNA Teknolojileri tarafindan elde edildi.

Tablo 1. Tasarlanan primerlerin sekans tablosu

PRIMER SEKANS
RNU6 F 5'- GCTTCGGCAGCACATATACTAAAAT-3
RNU6 R 5'-CGCTTCACGAATTTGCGTGTC AT-3'
CLIP1 F 5'- GAAAACGCCTCTGCCAAGTCC-3'
CLIP1 R 5'- ATCAATCTGACTCTCCTGGGC-3'
CAMKK2 F 5'-CCCTTTTGGCTGTTTGGCAGG-3'
CAMKK2 R 5'-CACACTGGGGCACTCCCATC- 3'
TMEM 97 F 5'- GCTCTACCCAGTCGAGTTTAG- 3'
TMEM 97 R 5'- AGTTCGAATCCACTTGCAGC-3'

2.5.5 Primerlerin sulandirilmasi

Liyofilize halde olan primerlere rapora uygun miktarda ddH20O eklenerek 100 pM
konsantrasyonunda stok primerler elde edildi. Su eklendikten sonra tiipler vortekslendi
ve 1 dk. santrifiij edildi. Her primerden 10 pL ependorfa alindi ve iizerine 90 pL saf
su eklenerek toplam hacim 100 pl, 10 pM ¢alisma stogu hazirlanarak -20°C’de
muhafaza edildi. Ana stok primer tiipleri -80°C’de saklandi.

2.5.6 Es zamanh polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)

Es zamanli PZR karisimi toplam hacim 15 pl olacak sekilde abm Blastaq 2X qPCR
Master mix kiti kullanilarak hazirlandi. Kitin protokoliine gore PCR tiiplerine 7,5 puL.
(1x) Blastag ve 3,3 ng/ul ¢cDNA ilave edildi. Tiiplere genler i¢in 0,25 uM F-R
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primerleri ve miRNA o6rnekleri i¢in 0,25 pM F-R primerleri ilave edildi. Son olarak
toplam hacim 15 pL olacak sekilde tiiplere su ilavesi yapildi. miRNA ifade seviyesi
RNU6’yla ve genlerin expresyon seviyeleri gliseraldehit 3-fosfat dehidrojenaz

(GAPDH) ile normalizasyon i¢in kullanildi.

mRNA ve miRNA ¢cDNA numuneleri spesifik primerler kullanilarak es zamanli PZR
(Rotor-Gene Q, QIAGEN) cihazinda PZR tiiplerinde ¢ogaltildi. mRNA’larin 1s1 profili
kitin 6nerdigi 1 dongii (95 °C’de 3 dk)., 40 dongii (95 °C’de 15 sn., 60 °C’de 1 dk.)
olarak ayarlandi. miRNA’lar i¢in reaksiyonun termal kosullar1 1 dongii (95 °C’de 20
sn.)., 40 dongii (95 °C’de 1 sn., 60 °C’de 10 sn.) olacak sekilde belirlendi. Her cDNA
numunesi, ti¢ kez calistirildi. Optik 6l¢timler otomatik olarak cihaz tarafindan yapildi
ve es zamanli PZR amplifikasyon egrisi elde edildi. Egrilerdeki arka okumalar i¢in
esik degeri belirlendi ve Ct (Esik dongiisii-Cycle threshold) degerleri bulundu.
Amplifikasyonun ardindan ekspresyon seviyeleri, miRNA i¢cin RNU6, genler i¢in
GAPDH Ct degerlerine normalize edilerek karsilastiriimali ACt metodu ile hesaplandi.
Hiicre hatlar1 arasindaki anlamli farklilik Mann-Whitney U testi ile degerlendirildi.
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BOLUM III

3. BULGULAR

3.1 miRNA Veri Seti ve istatistiksel Analiz

Lokalize prostat kanseri ve normal olarak normal veya tiimoére komsu (TK) (BPH ve
saglikli) prostat insan dokusu 6rnekleri igeren bes miRNA mikrodizi veri seti GEO
(Barrett ve digerleri, 2013) veri tabanindan tespit edilmistir. Se¢ilen veri setleri “GSE”

kodlariyla Tablo 2’de gosterilmistir.

Tablo 2. Kullanilan miRNA veri setleri

GEO-ACC TOPLAM KANSER KANSER NORMAL NORMAL

ORNEK ORNEK ORNEK ORNEK ORNEK
SAYISI SAYISI TANIMI SAYISI TANIMI
GSE76260 64 32 Prostat 32 TK.BPH
kanseri dokusu
dokusu
GSE21036 127 99 Prostat 28 TK.BPH
kanseri dokusu
dokusu
GSE60117 77 56 Prostat 21 Normal
kanseri prostat
dokusu dokusu
GSE36803 42 21 Prostat 21 Saglikh
kanseri prostat
dokusu dokusu
GSE64318 54 27 Prostat 27 TK. Saghkl
kanseri prostat
dokusu dokusu

27



Veri setlerinde 6rnek gruplart (prostat kanser ve normal) arasinda ifadesi anlaml
degisen genlerin belirlenmesinde bagimsiz t-testi analizi GEO2R’da (Barrett ve
digerleri, 2013) gerceklestirilmistir. Analiz dncesinde c¢aligmalarin veri setinde yer
alan metastatik prostat kanseri, ilaca direncli prostat kanseri, hiicre hatt1 ve serum
ornekleri ¢ikarilmistir. Veri setlerinde Log2 transformasyon yapilmayan veriler igin

transformasyon GEO2R’da gergeklestirildi.

Analiz sonuglar1 her veri seti i¢in ayr1 Excel dosyalarina aktarildi. GEO (Barrett ve
digerleri, 2013) veri tabanindan GLPxxx numarali veri setleriyle iligkili Agilent
(GSE21036-GPL8227, GSE60117-GPL13264, GSE64318- GPL8227), Illumina
(GSE76260- GPL8179) ve Affymetrix (GSE36803- GPL8786) platformlardan Probe

ID’lerin gen isimleri karsiliklar1 bulunmustur.

Olusturulan bes excel dosyalarindaki 6rnekler iki gruba ayrildi ve gruplarin ortalamasi
alinarak prostat kanseri doku oOrnekleri ve normal doku ornekler arasindaki kat
degisimi durumlar1 hesaplandi. Veri setlerinde p-value <0,01 filtreleme sonucunda
sadece ortak miRNA (hsa-miR-153-3p, hsa-miR-183-5p ve hsa-miR-25-3p) elde
edildi. Veri setlerinde ifadesi degisen ortak miRNA'larin p-degeri ve kat degisimi
Tablo 3’te gosterilmistir.

28



Tablo 3. Veri setlerinde ortak bulunan miRNA'larin p-degeri ve kat degisimi tablosu

miRNA hsa-miR-153 hsa-miR-183 hsa-miR-25

(P<0,01)

GSE21036 P- 2,35E-16 9,97E-15 3,49E-12
DEGER

GSE36803 P- 1,17E-06 5,28E-03 1,62E-06
DEGER

GSE60117 P- 3,01E-03 2,59E-03 4,46E-11
DEGER

GSE64318 P- 1,69E-03 3,34E-04 4,82E-03
DEGER

GSE76260 P- 9,65E-03 1,31E-03 1,58E-03
DEGER

GSE21036 logFC 2,2 1,71 0,74

GSE36803 logFC 2,17 0,92 1,01

GSE60117 logFC 0,35 0,34 0,64

GSE64318 logFC 0,91 1,63 0,57

GSE76260 logFC 0,83 0,56 0,14

miRNA TTGCATAGTCACAAAAG ATGGCACTGGTAGAAT ATTGCACTTGTCTCG

SEKANSI TGA TCA GTC

3.1.1 Degisen miRNA’larin hedef genleri

Aday 3 miRNA (hsa-miR-153-3p, hsa-miR-183-5p ve hsa-miR-25-3p)’nin hedef
genleri TargetScan (McGeary ve digerleri, 2019), miRWalk (Sticht ve digerleri, 2018)
ve miRDB (Chen ve Wang, 2020) platformlar1 kullanilarak tespit edilmistir.
TargetScan’de hsa-miR-183-5p arama sonucunda hsa-miR-183-5p.1 ve hsa-miR-183-
5p.2 ulagilmustir. “1” ve “2” sayilar1 olgun miRNA ’nin iki farkli bélgeden ifade olmusg
iki farkli pre-miRNA’ya ait oldugunu gostermektedir (Bartel, 2004). hsa-miR-183-
Sp’nin arama sonucunda ulasilan iki farkli hedef gen listeleri bir araya getirildi. Diger

miRNA’lar ile eslesen hedef genler eslesme puanlariyla beraber her miRNA i¢in ayr1

excel dosyalarina aktarildi.
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TargetScan’de 0-1 arasindaki “Aggregate PCT” puanina >0,80 ve >0,95, 0-1 puan
araligina sahip miRWalk’ta “bindingp” >0,80, 0-100 tahmin puani1 gosteren

miRDB’de “target score” >60 filtrelemesi uygulandi.

hsa-miR-183-5p i¢in TargetScan’de “aggregate PCT” puan1 >95 filtrelemesi sonucu
az sayida gen igeriyordu. Bu ylizden TargetScan’de sadece “aggregate PCT” puani

>80 filtrelemesi kullanildu.

Belirlenen puan filtrelemeleri sonucunda platformlarda ortak;
hsa-miR-153-3p =95 gen

hsa-miR-183-5p = 65 gen

hsa-miR-25-3p =53 gen bulundu.

Ayrica miRNA’larin hedef genleri birbiriyle kiyaslanmasi sonucu NUDT4, QKI
genleri hsa-miR-183-5p ve hsa-miR-153-3p miRNA’larinin, DMXL1, LHFPL2
genleri hsa-miR-183-5p ve hsa-miR-25-3p miRNA’larinin ortak hedefi olarak

bulunmustur.

3.1.2 Degisen miRNA’larin hedef genlerinin GO ve KEGG analizi

miRNA (hsa-miR-153-3p, hsa-miR-183-5p ve hsa-miR-25-3p)’larin hedef gen
listeleri ayr1 ayr1 DAVID (Huang ve digerleri, 2009) 6.8 versiyonuna yiiklendi.
DAVID’de GO ve KEGG analizi sonucunda p-degeri’ne gore 0,05 filtrelemesi
uygulandi ve sonuclar tablo halinde Ek-1’de gosterildi. hsa-miR-183-5p hedef

genlerinin yolak analizi sonucunda anlamli p-degeri bulunamamustir.

3.2 mRNA Veri Seti incelenmesi

GEO veri tabanindan bes gen ekspresyon veri seti (GSE32448 (DeRosa ve digerleri,
2012), GSE32571 (Kuner ve digerleri, 2013), GSE69223(Meller ve digerleri, 2016),
GSE68555(Y. P. Yu ve digerleri, 2004), GSE6956(Wallace ve digerleri, 2008))

belirlendi ve 6rnek bilgileri Tablo 4’te gosterilmistir.
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Tablo 4. GEO veri tabanindan elde edilen mRNA veri setlerinin tablosu

GEO- TOPLAM KANSER KANSER NORMAL NORMAL
ACC ORNEK ORNEK ORNEK ORNEK ORNEK
SAYISI SAYISI TANIMI SAYISI TANIMI
GSE3325 9 5 Prostat 4 BPH dokusu
kanser
dokusu
GSE46602 46 36 Prostat 10 BPH dokusu
kanser
dokusu
GSE32448 80 40 Prostat 40 TK. Normal
kanser prostat dokusu
dokusu
GSE32571 98 59 Prostat 39 TK. BPH prostat
kanser dokusu
dokusu
GSE69223 30 15 Prostat 15 TK. Normal
kanser prostat dokusu
dokusu
GSE32982 6 3 Prostat 3 TK. BPH prostat
kanser dokusu
dokusu
GSE68555 82 62 Prostat 20 Normal prostat
kanser dokusu
dokusu
102 51 51 TK. Normal

prostat dokusu

GSE6956 28 14 Prostat 14 TK. Normal
kanser prostat dokusu
dokusu

mRNA ve miRNA veri setlerinde normal doku veri seti olarak cogunluk olarak prostat
kanseri hastalarindan alinan normal dokular bulunmaktadir. Boylece ¢alismaya sadece
normal doku olarak kanser hastalarindan alman tiimoére komsu (BPH ve normal)
dokularla devam edilmesine karar verildi. Secilen mRNA veri setleri Tablo 5°te

gosterilmistir.
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Tablo 5. Kullanilan mRNA veri setleri

GEO- TOPLAM KANSER KANSER NORMAL NORMAL
ACC ORNEK ORNEK ORNEK ORNEK ORNEK
SAYISI SAYISI TANIMI SAYISI TANIMI
GSE32448 80 40 Prostat kanser 40 TK. Normal
dokusu prostat dokusu
GSE32571 98 59 Prostat kanser 39 TK.BPH
dokusu dokusu
GSE69223 30 15 Prostat kanser 15 TK. Normal
dokusu prostat dokusu
GSE68555 102 51 Prostat kanser 51 TK. Normal
dokusu prostat dokusu
GSE6956 28 14 Prostat kanser 14 TK. Normal
dokusu prostat dokusu

Veri setlerinde Kriterlere uygun secilen veri setlerine (GSE32448, GSE69223,
GSE68555, GSE6956) excel’de bagimli t-test analizi gerceklestirildi. GSE32571 veri
setinde Ornekler arasinda eslesme saglanamadigi i¢in t-test analizi GEO2R’da
gerceklestirilmistir. Veri setlerinin analiz sonuglart ayri ayri Excel dosyalarina

aktarilarak g-deger hesaplamalar1 yapilmistir.

Her veri setinde g-degerine gore anlamli (<0,05) olarak degisen genler,
diizenlenmelerine gore listeye alindi ve en az 3 veri setinde anlamli bulunan genler
aday gosterildi. Ifadesi degisen genler (DEG)’in ifadesi asag1 veya yukar1 diizenlenen

genlerin listesi Ek-2’te gdsterilmistir.

Analiz sonucu en az ii¢ veri setinde ifadesi anlamli olarak degisen 901 (371 ifadesi
yukar1 yonde diizenlenmis, 530 ifadesi asagi yonde dilizenlenmis) ortak gen

bulunmustur.
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3.3 miRNA Veri Setlerinin Yeniden incelenmesi ve Analizi

mRNA veri setlerinin incelenmesi sonucunda ¢alismaya sadece normal doku olarak
timore komsu (BPH ve normal) dokularla devam edilmesine karar verilmistir.
Boylece miRNA veri setleri tekrar incelenmis ve uygun olmayan veri setleri

cikarilarak analize devam edilmistir. Secilen miRNA veri setleri Tablo 6’da

gosterilmistir.
Tablo 6. Yeniden se¢ilen miRNA veri setleri tablosu
GEO- TOPLAM KANSER KANSER NORMAL NORMAL
ACC ORNEK ORNEK ORNEK ORNEK ORNEK
SAYISI SAYISI TANIMI SAYISI TANIMI
GSE76260 52 26 Prostat Kanseri 26 TK.BPH
dokusu prostat dokusu
GSE21036 56 28 Prostat Kanseri 28 TK.BPH
dokusu prostat dokusu
GSE36803 42 21 Prostat Kanseri 21 TK.BPH
dokusu prostat dokusu
GSE64318 54 27 Prostat Kanseri 27 TK. Saglikli

dokusu

prostat dokusu

GEO veri tabanindan elde edilen veri setlerine (GSE32448, GSE32571, GSE69223,
GSE68555, GSE6956) excel’de bagimli t-test uygulanmistir. Daha sonra veri
setlerinin analiz sonuglarma g-deger hesaplamalar1 yapilmustir. Istatistiksel olarak
ifadesi anlamli (<0,05) degisen miRNA’lar her veri seti i¢in belirlendi. Veri setlerinin
degisen miRNA listeleri karsilastirildi ve tiim veri setleri i¢in ortak olan miRNA’lar

gosterildi. Veri setlerinde ifadesi anlamli degisen miRNA’lar Ek-3’te gosterilmistir.

Istatistiksel analiz sonucu GSE76260°da 141 tane, GSE21036’da 144 tane,
GSE36803’da 94 tane, GSE64318’da 70 tane prostat kanseri dokularinda ifadesi
degisen miRNA tespit edilmistir. Veri setlerinde gen ifadesi degisen miRNA
(DEM)’lerin belirlenmesi i¢in Venny (OLIVEROS ve C., 2007) 2.1 versiyonu

araciligiyla venn semasi kullanilmistir, Sekil 4’te gosterilmistir.
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GSE21036

— (X

GSEE4318

Sekil 4. GSE76720, GSE21036, GSE36803 ve GSE64318 miRNA gen anlatim omik

verilerinden elde edilen DEM sayilarinin venn gemasi

Dort veri setinde 3 tane ortak DEM (hsa-miR7-5p, hsa-miR221-5p ve hsa-miR-153-
3p)’lar biyobelirte¢ aday olarak gdsterilmistir.

3.3.1 Aday miRNA’larin hedef genlerinin bulunmasi

miRNA (hsa-miR7-5p, hsa-miR-221-5p ve hsa-miR-153-3p)’larin hedef gen
tahminlerinde TargetScan, miRWalk ve mirDB platformalari kullanilmistir. hsa-miR-
221-5p i¢in TargetScan’de sonug¢ almamamistir. Bu ylizden TargetScan platformu
cikarilmistir, ifadesi degisen miRNA’larin hedef genleri miR Walk ve miRDB ile tespit

edilmistir.

Hedef genler icin miRWalk’da “bindingp” >0,80, miRDB’de “target score” >60
filtrelemesi uygulandi. Platform sonuglari miRNA’lara 6zgii excel dosyalarina
aktarilmistir ve hedef genleri icin iki platformda ortak olan genler belirlenmistir. Aday

miRNA’larin hedef genleri Ek-4’te gosterilmistir.

Filtrelemeler sonucu iki platformda gore hsa-miR-7-5p 328’nin tane hsa-miR-221-

5p’nin 184 tane ve hsa-miR-153-3p’nin 185 tane ortak hedef genleri bulunmaktadir. 3
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miRNA’nin ortak olarak hedefleri Venny 2.1 versiyonu kullanilarak venn semasinda

gosterilmistir.

hsa-miR-7-5p hsa-miR-221-5p

hsa-miR-153-3p

Sekil 5. miRNA’larin hedef gen sayilariin venn semast

3.4 miRNA’larin Hedef Gen Listesinin DEG Listesiyle Karsilastirilmasi

Ifadesi degisen genlerin listesi 6rnek gruplar1 karsilastirilarak yukari ve asagi
diizenlenmis olarak iki gruba ayrilan ifadesi degisen genlerin listesi miRNA’larin

hedef genleriyle karsilastirildi. Elde edilen ortak genler asagida tabloda gdsterilmistir.
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Tablo 7. Prostat kanseri dokularinda ifadesi yukari(A) ve asagi(B) yonde degisen genlerle

belirlenen miRNA’larin hedef genleriyle karsilastirilmasi sonucu elde edilen ortak genler

(A)
hsa-miR-7-5p hsa-miR-153-3p hsa-miR-221-5p

ARF4 ATP8A1 ABCGI1
CAMKK?2 CAMKK?2 LIG3
GSPT1 PGM3 LPCAT3
LRRCS8E TRIM36 RAB3B
PGM3 SLC7A1
RUSCI1 SPTBN2
TMEMO97

(B)

hsa-miR-7-5p hsa-miR-153-3p hsa-miR-221-5p

ADCY9 CCND1 CAMK2G
BNC2 CDC42BPA COL4ALl
CDC14B ITGBI1 DMD
CLIP1 LPARI1 DSE
COX11 PRNP MEF2C
DPYSL2 SH3PXD2A PIK3R1
DPYSL3 TP63 TPS53INP2
EIF4EBP2
GATAS
GLG1
LPP
MYLK
PARVA
PDE4D
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RBMSI1

SLC24A3

TFPI

TGFB2

ZMAT3

miRNA’larin hedef genleri ve degisen genler karsilastirildiginda 50 ortak gen
bulunmustur. Ayrica, genlerden iki tanesi (CAMKK2 ve PGM3), hsa-miR-7-5p ve
hsa-miR-153-3p’nin ortak hedef gen listesinde ¢ikmistir (Sekil 7).

hsa-miR-7-5p hsa-miR-221-5p

/N

hsa-miR-153-3p

Sekil 6. miRNA’larin hedef genleri ve degisen genler karsilastirildiginda elde edilen ortak

genlerin venn gemasi

37



3.4.1 Ortak genlerin GO ve KEGG analizleri

Karsilagtirma sonucu elde edilen ortak 50 gen DAVID 6.8 versiyonuna yiiklendi.
DAVID biyolojik siire¢ (BP) ve yolak analiz sonucunda p-degeri’ne gore 0,05

filtrelemesi uygulandi ve sonuclar tablo halinde Ek-5’te gdsterilmistir.

3.5 Metilasyon Analizi

GEO veri tabanindan kriterlere uygun sec¢ilen GSE76938 seri matris dosyasi
indirilerek excel’e aktarildi. Veri setine excel’de bagimli t-test analizi gergeklestirildi.
Bulunan p-degerlerinin hata oranini diizeltmek i¢in g-degerleri hesaplandi ve anlaml
g-degeri <0,05 filtrelemesi uygulandi. Delta mutlak degerlerine gore (0,15, 0,2, 0,25)
filtrelemesi gergeklestirildi. Sonuglar degerlendirildiginde g-degeri <0,05 ve |A| >0,2
filtrelemesine karar verildi ve prostat kanseri dokularinda metilasyonu durumu degisen
genler (MDDG) belirlendi. Elde edilen genler hipermetilasyon ve hipometilasyon

olarak listelendi.

Tablo 8. Segilen metilasyon verisi tablosu

GEO- TOPLAM KANSER KANSER NORMAL NORMAL
ACC ORNEK ORNEK ORNEK ORNEK ORNEK
SAYISI SAYISI TANIMI SAYISI TANIMI
GSE76938 126 63 Prostat Kanseri 63 TK.BPH
dokusu prostat dokusu

Analiz sonucu PC dokularinda 351 tane (261 hipermetilasyon, 82 hipometilasyon)
genin metilasyon durumlarinin degistigi tespit edilmistir. Metilasyon durumlari
degisen genlerin listesi Ek-6’da gosterilmistir. Genlerin isoformlarinin farkl
durumlarinda olup olmadiginin incelenmesi i¢in genlerin metilasyon durum listeleri

Venny 2.1 versiyonu kullanilarak karsilagtirilmigtir.
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Hipermetilasyon Hipometilasyon

Sekil 7. Genlerin anlamli olarak degisen metilasyon durum listelerinin sayilarini gosteren

venn semasi

Karsilagtirma sonucu metilasyon durumlart degisen 2 genin (ATP2B4, TNRC6B) hem

hiper hem hipo metilasyon olarak diizenlendigi goriilmiistiir.

3.5.1 Metilasyon durumu degisen gen listesinin ekspresyonu degisen

genlerin listesiyle karsilastirilmasi

[fadesi degisen genlerin yukar1 ve asag1 diizenlenmis olarak ayrilan listeleri metilasyon
durumu (hipermetilasyon ve hipometilasyon) degisen gen listesiyle karsilastirildi ve

Tablo 9°da ortak genler gosterilmistir.
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Tablo 9. MDDG listesiyle DEG listesinin karsilastirilmasi sonucu ortak genlerin tablosu

HIPERMETILASYON OLAN HIPOMETILASYON OLAN
GENLER GENLER

YUKARI REGULE CAMKK2 ATP6VOE2
GENLER TMEM97 TMEMSA

DEAFI GPR160

SLC44A4 RAC3

SLC25A39
ASAGIREGULE  PRNP TBCI1DI ATP2B4
RENLER LMNA MAML2

SPG20 CCND2

LMO4 DSE

S100A6 PEX14

NMI CLIP1

RHOQ ATP2B4

AKRI1BI DENNDS5A

ANXAG6 FLNA

BTG3 LGALSI

CLIP4 MSN

SPATAG6 SH3PXD2A

SVIL DCHSI

MX1

3.6 Metilasyon Durumu Degisen Gen Listesinin, DEM Ve DEG Listeleriyle

Ortak Gen Belirlenmesi

Metilasyon durumlar1 degisen genlerin listesiyle DEM ve DEG listesi birbiriyle

karsilastirilmistir ve bulunan ortak gen asagida bilgileriyle Tablo 10°da gdsterilmistir.
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Tablo 10. MDDG, DEM ve DEG listelerinin ortak genlerinin tablosu

iFADE DEGISIiM METILASYON miRNA

DURUMU DURUMU
TMEMO97 Yukart Hipermetilasyon hsa-miR-7-5p
CAMKK?2 Yukari Hipermetilasyon hsa-miR-7-5p,

hsa-miR-153-3p

CLIP1 Asagi Hipermetilasyon hsa-miR-7-5p
PRNP Asagi Hipermetilasyon hsa-miR-221-5p
SH3PXD2A Asagi Hipermetilasyon hsa-miR-221-5p
DSE Asagi Hipermetilasyon hsa-miR-153-3p

Veri analizleri sonucunda ifadesi degisen genlerle iligkili miRNA hedef genleri ve
metilasyon durumu degisen genleri kesisiminde aday alt1 gen bulunmustur. Metilasyon
durumlar1 alt1 gen i¢inde hipermetile gosterilmektedir. Biyobelirte¢ potansiyeli
tagtyabilecek aday miRNA’lar, literatiirdeki calismalarin incelenmesi yapilmistir.
Prostat kanserinde daha dnce yukar1 ifadesi gosterilmemis miR-7-5p ile ¢alismaya

devam edilmistir.

Prostat kanseri doku veri sonu¢larimiza gére miR-7-5p’nin yiiksek ifadesi ve miR-7-
5p’nin hedefledigi TMEM97, CAMKK2 genlerinin yukari ifadeleri ve CLIP1’in asag1

ifadesi es zamanli PZR ¢alismasi ile dogrulanmaya calisilmistir.

3.7 Secilen miRNA ve Genlerin Es Zamanh PZR Sonuclar:
3.7.1 RNA izolasyon sonuclari

RNA izolasyonu sonrasinda elde edilen toplam RNA numunelerinin konsantrasyonlari
nanodropla dl¢iilmiistiir ve sonuglar asagidaki Tablo 11’°de gosterilmistir. RNA safligi

protokoldeki degerlere gore kabul edildi.

41



Tablo 11. Elde edilen toplam RNA izolasyonu 6rneklerinin nanodrop sonuglart

HUCRE HATTI NG/UL 260/280
22RV1 P25 199,89 2,08
22RV1 P22 306 2,18
22RV1 P19 138,08 1,96
RWPE-1 P10 169,79 2,03
RWPE-1 P16 518,7 2,06
RWPE-1 P18 139 2,04

3.7.2 Es zamanh PZR sonuc¢larinin hesaplanmasi

Es zamanli PZR 3 tekrar 3 replika olarak ger¢eklestirildi. Es zamanli PZR sonucu elde
edilen amplifikasyon egrilerine esik degeri belirlenerek Ct (cycle threshold) degerleri
olusturuldu. miRNA i¢in RNU6, genler icin GAPDH Ct degerlerine normalize
edilerek ACt hesaplandi. Bulunan 22 degerleri deney tekrarlar1 i¢in Tablo 12’de
gosterilmistir. Ardindan ekspresyon seviyelerinin karsilagtirilmasi icin Mann-Whitney

U analizi yapildi.

Tablo 12. Orneklerin ACt ve 2"*“ hesaplamalarinin sonug tablolar

HUCRE HATTI RWPE1 22RV1

ORNEKLER CAMKK2 CLIP1 TMEMY97 miR-7-5p CAMKK2 CLIP1 TMEM97 miR-7-5p

2-ACt 0,005 0,061 0,015 87,046 0,007 0,135 0,018 94,438
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seviyeleri

43



2°ACt hesaplamalar1 sonucunda iki hiicre hatti arasinda genler ve miRNA
karsilagtinlmistir. Iki grup arasinda karsilastirma Mann-Whitney U uygulanarak
gercgeklestirildiginde anlamli (p <0,05) bir sonug elde edilememistir (Tablo 13.).

Tablo 13. Genlerin ve miR-7'nin ifade seviyelerinin hiicre hatlar1 arasinda karsilastirma

Mann-Whitney U sonucu

P-DEGERI
CAMKK?2 0,7
CLIP1 0,4
TMEM97 1,00
hsa-miR-7-5p 1,00
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BOLUM 1V

4. TARTISMA

Prostat kanseri erkeklerde en sik goriilen kanser ve oliim orani en yiiksek kanser
tiriidiir. Prostat kanseri, erken evrelerde asemptomatik oldugundan ge¢ tespit
edilmesi, kanserin ileri seviyelere ulagmasina ve iyilesme siirecinin uzamasina neden
olmaktadir. PCa hastalar arasinda, diger tlimorler arasinda ve tiimdriin kendi igerisinde

heterojenlige sahip olmasi kansere 6zel tani1 ve teshisleri zorlastirmaktadir.

Hastalar arasinda daha once yapilan bir¢ok ¢alismalarda tekrarlayan genlerin (ERG,
PTEN, SPINK1 ve EZH2 gibi) oldugu belirlenmesine ragmen klinik uygulamalarda
hastalarin kanser heterojenligine kars1 yeterli prognostik etki gosterememistir.
Ozellikle primer kanserde ve kanserin karakterizasyonunda ¢oklu gen imzalarmin
hastalig1 tespit etme basarisi oldukea diistiktiir. Kanserin siirekli kendini yenilemesi ve
evrimlesmesi ile farkli klonlarinin olugmasi tiimoriin kendi igerisinde heterojenligini
saglamaktadir. Ayrica ayni hastada birbirine yakin iki farkli tiimorler arasindaki
benzerliklerin belirlenmesi iizerine yapilan caligmalarda eksiktir (Tolkach ve
Kristiansen, 2018). Tiim bunlar ele alindiginda prostat kanserinin 6zellikle erken
evrelerde tanisinin ¢ok biiylik bir 6nemi oldugu ve hastaligin olusmasina neden olan
genler ve genleri etkileyen mekanizmalar lizerine daha ¢ok ¢aligsma yapilmasi gerektigi

anlagilmaktadir.

Bu amagla tez ¢calismamiz prostat kanseri ve kansere komsu kansersiz doku veri setleri
meta analiz ile karsilagtirilarak degisen mRNA, miRNA ve metilasyon durumlarini
belirlemistir. Bu dogrultuda birincil prostat kanserinde erken tanida potansiyel hedef
molekiiller belirlemek amac¢lanmaktadir. Analiz sonucunda anlamli olarak ifadesi,

metilasyon durumu degisen ve aday gosterilen miRNA’lardan birinin hedefi olan
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konsensiis aday genler belirlendi. Aday molekiillerin biyobelirte¢ potansiyeli es

zamanli PZR ile incelenmis ve literatiir caligmalariyla tartigilmigtir.

4.1 ifadesi Degisen miRNA’larin Biyobelirte¢ Potansiyeli

Calismada prostat kanseri doku verilerinin tiimore komsu normal (BPH ve saglikli)
karsilagtirma analizi miR-221-5p’nin ifadesinin 6nemli (q <0,05) olctide diisiik
oldugunu gostermektedir. Literatiir incelendiginde birincil prostat kanseri kansere
komsu normal doku veri setlerine kiyasla miR-221-5p ve miR-221-3p prostat kanser
dokularinda anlamli (p <0.001) olarak diisiik ifade oldugu bildirilmistir. Bununla
birlikte, in vitro ve in vivo kosullarda, prostat kanser hiicrelerinin ¢ogalmasi ve
gelisimiyle iligkili oldugu gosterilmektedir (Kiener ve digerleri, 2019). miR-221-
5p’nin tiimor baskilayic1 SOC1 ailesini hedefleyerek tiimor biiylimesine ve gelisimine
katkida bulundugu, epitelyal-mezenkimal gecis (EMT) ile ilgili genleri diizenledigi
rapor edilmektedir (Shao, Ma, Zhang ve Zhu, 2018). Prostat kanseriyle iligkili diger
caligmalar (Coarfa ve digerleri, 2016; Tong ve digerleri, 2009) sonug¢larimizla uyumlu

oldugunu bildirmektedir.

Prostat kanseri 6rneklerinde 6nemli seviyede diisiik ifade edilmesi miR-221-5p’nin
kanserde potansiyel biyobelirteg olabilecegi diisiindiirmektedir (Leidinger ve digerleri,

2016; T. L1 ve digerleri, 2012; Rao ve digerleri, 2020; J. Shen ve digerleri, 2012).

Calismada prostat kanser doku tiim verileri tiimore komsu normal verilerine gére miR-
153-5p’nin  yiliksek ifade oldugunu gostermektedir. Literatiir incelendiginde
sonuc¢larimiz ile uyumlu, veri ¢alismasinda miR-153’un kanser dokularinda tiimore
komsu prostat dokularina gore ifadesinin arttig1 ve prostat hiicrelerinde PTEN timor
baskilayici geni hedefleyerek tiimoriin cogalmasina destek oldugu bildirilmistir (Wu,
He, He ve Mao, 2013). Baska bir calismada TCGA alinan veri setinde prostat
kanserinde hsa-miR-153-2 asir1 ifade oldugu rapor edilmistir (Xiaoli, Yawei, Lianna,

Haifeng ve Hui, 2015).

Buna karsilik farkli kanser tiirlerinde diisiik oldugu goriilmektedir. Meme kanseri doku
orneklerinde 6nemli derecede diisiik ifadesi gosterilmis ve kanserin ilerlemesinin

azalmasi gozlenmistir (W. Li, Zhai, Zhao ve Lv, 2015). Mir-153 ADAMI19 geniyle
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ters korele oldugu ve miR-153"{in asir1 ifadesinin akciger tiimor hiicrelerinde hiicre

gbclinii ve istilasini engelledigi bildirilmistir (Shan, Shen, Wang, He ve Duan, 2015).

Calismamiz prostat kanser doku tiim verilerinde miR-7-5p’nin yiiksek ifade oldugunu
gostermektedir. Kanserde miR-7’nin asir1 ifadesinin transkripsiyon faktorii KLF4’1
hedef aldig1 ve KLF4/PI3K/Akt/p21 yolagimi1 baskilamasi ile tiimor biiyiimesini
onledigi bildirildi (Chang ve digerleri, 2015). Bununla birlikte KLF4’{in miR-7’nin
transkripsiyonunu destekleyerek kendi ifadesini baskiladigi goriilmiis, prostat
kanserinde karsilikli diizenleme geri besleme (feedback) iliskisinin bozulmasi ile miR-
7’nin ifadesinin azaldigir bildirilmistir. Bu nedenle geri besleme dongiisiiniin
diizenlenmesi PCa tedavisinde Onerilmistir (Wei ve digerleri, 2018). Timor
hiicrelerinde miR-7’nin hiicre ¢ogalmasindan ve sag kalimla iliskili EGFR sinyalini
diizenlemesi (Kalinowski ve digerleri, 2014; Webster ve digerleri, 2009) nedeniyle
kanser hiicrelerinde ifadesinin arttirilmasiin terapotik etki olacagi onerilmektedir
(Kalinowski ve digerleri, 2014). miR-7’nin diger kanser tiirlerinde (tiroid (Kitano ve
digerleri, 2011), akciger (Q. Li, Wu, Guo, Shi ve Li, 2019; N. Zhang ve digerleri,
2013), meme (H. Zhang ve digerleri, 2014), kolorektal (Xu, Chen, Qin ve Song, 2014))
tiimdr baskilayict oldugu bildirilmistir. Buna karsilik, miR-7’nin asir1 ifadesinin meme
kanserinin agresiflesmesiyle iliskisi gorilmiis ve metastatik meme kanserinde
potansiyel terapotik hedef olabilecegi Onerilmistir (Foekens ve digerleri, 2008).
Bununla birlikte bobrek (Z. Yu ve digerleri, 2013) ve testis tiimorlerinde (Mallik, Qin,
Jia ve Zhao, 2021) miR-7 onkogen olarak bildirilmistir.

miR-7’nin diger kanser tiirlerindeki bu farkliliginda miRNA’larin hedef genlerle baz
eslesimi her zaman tamamen tamamlayici olmamasi etkili olabilmektedir(Kim, 2005),
bu nedenle kanserdeki onkogen ve tiimor baskilayici islevleri kusurlu tohum
eslesmeleri(Broughton, Lovci, Huang, Yeo ve Pasquinelli, 2016) ile farklilik
gosterebilir. Bununla birlikte, miRNA’larin ifadesini diizenleyen yeni mekanizmalar,
gen ifade hizinin artmasini saglayan hizlandiricilarin (Enhancer), miRNA’larin sentezi
tizerindeki etkileri rapor edilmistir (Tang ve digerleri, 2020; Xiao ve digerleri, 2017).
31 kanser tiiriinden farkli olarak akciger adenokarsinomunda iki hizlandirici tarafindan
miR-28’in sentezinin diizenledigi goriilmiistiir, bu hizlandirici-miRNA etkilesimin

tiimore 0zgii olabilecegi ortaya koyulmustur (Tang ve digerleri, 2020).
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Tiim ¢aligmalar degerlendirildiginde miR-7-5p 'min diger kanser tiirlerinde ifadesinin
yukart  ve asagr diizenlenmesi, miR-7'nin hedef molekiiler mekanizmasi
anlasilamadigim diigiindiirmektedir. Calismamiz prostat kanserinde miR-7 'nin asirt
ifade olmas ile literatiire prostat kanseri icin farkl diizenleme sunmaktadir. Tez
stirecinde sonuglarimiza destekleyici glincel yayinlanan in silico ¢aligmasinda lenf
bezlerinde metastatik prostat kanseri doku Orneklerinin normal prostat dokularina
kiyasla miR-7-5p’nin asir1 ifadesi ve miR-221-3p’nin diisiik ifadesi oldugu
bildirilmistir (Pudova ve digerleri, 2020).

4.2 miR-7-5p’nin Hedef Genleri Ve Metilasyon Durumu

Calismamizda, prostat kanseri doku verileri tiimore komsu normal (BPH ve saglikli)
doku verileri kiyaslandiginda ifadesi degisen bircok gen tanimlanmistir. miR-7-5p
hedefi ve metilasyon durumu degisen genler tamimlandiginda aday iic gen
belirlenmistir. CAMKK?2, CLIP1 ve TMEM97 aday genlerinin miR-7-5p’in hedefi
oldugu bulunmustur ve tiimoér dokularinda ifade diizeylerinde anlamhi (q <0,05)
CAMKK2, TMEM97 artis, CLIP1 azalis goriilmiistiir. Analiz sonuclarinda
CAMKK?2, CLIP1 ve TMEM97’nin metilasyon durumlarinin yiiksek oldugu
gorilmiistir.

PR

Literatiirde prostat kanserinde CAMKK2’nin ifadesinin yukar1 yonde degistigi (FU ve
digerleri, 2015; Penfold ve digerleri, 2018; Shima ve digerleri, 2012) bildirilmistir,
sonuc¢larimizla uyumlu oldugu goriilmektedir. Bununla birlikte, ilaca direngli prostat
kanserinde kanserin niiksiinii destekledigi ve CAMKK?2 geninin belirgin baglanma
bolgeleriyle AR’nin hedefi oldugu gosterilmistir (Frigo ve digerleri, 2011). Glioma
beyin tiimdriinde CAMKK2’nin yiiksek ifadesinde, genin promotdr bolgesinin

hipometilasyon durumu etkili oldugu bildirilmistir (Liu ve digerleri, 2016).3

Calismada TMEMY97 nin prostat kanseri doku verilerinde anlamli (q <0,05) olarak
ylksek ifade oldugu bulundu. Literatiir incelendiginde sonucumuzla uyumlu olarak
prostat kanserinde TMEM97 nin asir1 ifade oldugu rapor edilmis (Ramalho-Carvalho
ve digerleri, 2018). Diger kanser c¢alismalarinda, beyin tiimériinde TMEM97
ifadesinin asagi yonde diizenlenmesinin hiicre invazyonuna ve hiicre gogiiniin

azalmasina neden oldugu bildirilmektedir (Qiu ve digerleri, 2015), akciger kanserinde
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TMEMO97 nin mir-7 tarafindan hedeflenerek ifadesinin azaldig1 goriilmektedir (Lei ve
digerleri, 2017).

Calismada CLIP1’in prostat kanseri doku verilerinde asag1 ifade oldugu gosterilmistir.
CLIPI’in LTK etkilesimiyle akciger tiimdriinde onkogen oldugu rapor edildi (Izumi
ve digerleri, 2021).

Literatiirde diger kanser ve prostat kanserinde CAMKK?2, CLIPI ve TMEM97 'nin
miR-7-5p ile iligkisinin bildirildigi ¢alisma bulunmamaktadir. Tez ¢alismamizda
kanser tiirlerinde ozellikle prostat kanserinde miR-7-5p 'nin CAMKK?2, CLIPI ve
TMEM97 ’nin ifadesi ile iliskili olabilecegini géstermektedir.

miR-7-5p ve CAMKK?2, CLIP1 ve TMEMY97 genleri arasindaki etkilesimin ¢alismada
korele oldugu goriilmektedir. Literatiir incelendiginde bircok miRNA birden fazla geni
hedeflemektedir. Bununla beraber, bir geni hedefleyen bircok miRNA olmas1 (Peter,
2010) mRNA ve miRNA iligkisinin karmasikligini ortaya koymaktadir. Genel olarak
miRNA’larin hedef aldigi genin ifadesi asagi yonde diizenledigi ya da genin
translasyonel inhibisyonunu gergeklestirdigi bilinmektedir. Buna karsin miR-24-1’in
DUSP16 ve ENO3 genlerini aktive ettigi ve kromatin durumunda farklilikla dogrudan
iligkili oldugu bildirilmistir. Bununla birlikte, miR-24-1’in sitoplazmadaki islevinin
yani sira ¢ekirdekte lokuslara baglanma yoluyla gen ifadesini diizenleyebilecegi one
stiriilmiistiir (Xiao ve digerleri, 2017). miRNA’larin hedef genlerinin aktivasyonunu
genlerin promotor bolgesi ile esleserek gerceklestirdigi gosterilmektedir (Younger,
Pertsemlidis ve Corey, 2009). Giincel bir makalede miRNA’larin ¢ekirdekte aktive
edici Ozellik gostermesi ile NamiRNA'lar olarak adlandirildigr bildirilmektedir
(Odame ve digerleri, 2021).

Literatiirde diger kanser ve prostat kanserinde CAMKK?2, CLIPI ve TMEM97 'nin
hipermetile durumunda oldugu bildiren ¢alisma bulunmamaktadir. Tez ¢alismamizda

kanser tiirlerinde ozellikle prostat kanserinde genlerin hipermetilasyon durumunda ve

CAMKK?2, CLIPI ve TMEM97 'nin ifadesi ile iliskili olabilecegini sunulmaktadir.

Calismada aday genlerin yiiksek ifade gosterdigi ve hipermetilasyon durumuyla iligkili
oldugu bulunmaktadir. Literatiirde prostat kanseri iizerine giincel calisma kanser
orneklerinde DNA metilasyonun gen ifadesini yukar1 yonde diizenleyiciligi

bildirilmistir (Rauluseviciute, Drables ve Rye, 2020).
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4.3 miR-7-5p Ve Hedef Genlerinin Es Zamanh PZR Sonuglar:

Calismada prostat kanser doku verilerinde farkli ifade olan miR-7-5p ve CAMKKZ2,
TMEMO97 ve CLIP1 hedef genlerinin dogrulanmasi es zamanli PZR ¢alismasinda
gerceklestirilmistir. Validasyon ¢alismasinda aday genlerin ve miRNA’nin es zamanl
PZR ¢aligsmasi sonucunda prostat kanseri 22RV1 hiicre hattinin normal prostat RWPE-
1 hiicre hattina kiyasla ifadelerinde anlamli (p <0,05) olarak farklilik goriilememistir.
Dogrulama calismamizda kullanilan 6rnek miktarinin yetersizligi istatistiksel olarak
anlamlilig1 etkiyebilmektedir. Bununla birlikte, es zamanli PZR c¢aligmalarinda
calismalara bagli olarak teknik farkliliklar goriilebilmektedir, tiim 6rneklerin ayni anda

analiz edilmesi onerilmektedir (Derveaux, Vandesompele ve Hellemans, 2009).
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SONUC VE ONERILER

Prostat kanserinde, kanser tiirleri arasinda erkeklerde akcigerden sonra yiiksek 6liim
oran1 goriilmektedir. Mevcut tanilarin duyarliliginin erken evrelerde diisiik olmast,
tiimoriin vakalar arasinda ve kendi i¢indeki heterojenligi kanserin tanisini ve teshisini
zorlagtirdigi bilinmektedir. Erken tani i¢in Onerilecek biyobelirtecler hastaligin geg
teshis edilmesini ve kanserin ilerlemesini onlemede biiyiik 6nem tagimaktadir.
Biyobelirte¢ caligsmalarinda multi-omik analizli yaklagimlar kanser tiiriinde potansiyel
olabilecek molekiillerin belirlenmesinde daha genis kapsamli calismay1 saglamaktadir.
Bu tezde veri tabanindan gen ifade, miRNA ve metilasyon verisetleri elde edilerek
lokalize prostat kanseri doku Ornekleri ile tiimore komsu prostat dokular1 arasinda
onemli 6lciide farklilik gdsteren ifadeler belirlendi. Elde edilen farkli ifade olan genler,
miRNA’lar ve metilasyon durumu degisen genler karsilastirilarak konsensiis bir sonug
¢ikarildi. Literatiir incelemesi dogrultusunda aday miRNA ve genler belirlendi. Son

olarak, aday biyobelirteglerin dogrulanmasi deneysel olarak gergeklestirildi.

Calismamizda prostat kanser dokulari verilerinde saglikli tiimére komsu prostat
dokulara kiyasla 6nemli 6l¢iide miR-153-3p, miR-7-5p ifadeleri yiiksek ve miR-221-
3p diisiik bulundu. Calismamizda prostat kanser doku verilerinde ifadesi yukari
degisen CAMKK?2, TMEM97 ve ifadesi asagi1 degisen CLIP1 genlerinin miR-7-5p’nin
hedef genleri ile iliskisi gosterilmektedir. Literatiirde miR-7-5p’nin hedef genleri ile
iliskisi CAMKK?2, CLIP1, TMEMO97 prostat kanseri ve diger kanser ¢alismalarinda
bildirilmemektedir. Bununla birlikte alt ¢alismada prostat kanseri doku verilerinde
miR-153-3p yukar1 ve miR-221-3p’nin asagi1 ifadelerinin literatiirdeki ¢alismalarla
uyumluluk gosterdigi goriilmektedir, potansiyel biyobelirte¢ olarak bildiren

caligsmalar1 desteklemektedir.

[fadesi artan genlerin metilasyon durumunun degistigi ve hipermetile olduklar:
gosterilmektedir. Daha onceki caligmalarda buldugumuz genlerle hipermetilasyon
durumu arasindaki iliski prostat kanserinde gosterilmemektedir. Ifadesi degisen
CAMKK?2, CLIP1, TMEMY97 genlerinin prostat kanserinde hipermetile durumda

oldugunu ¢alismamiz sunmaktadir.
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Elde edilen miR-7-5p’nin prostat kanserinde ifadesi degisen genlerle iliskisi ve
hipermetile durumlarinin daha kapsamli calismalarla biyobelirte¢ potansiyelinin
artirilmasina ihtiyag duymaktadir. Sonucglarimizin gelecekteki caligmalara destek
saglayacagini ve veri setleri arttirilarak daha genis kapsamli meta analiz calismalariyla
sonuglarimizin dogrulanmasi ile prostat kanserindeki molekiiler yapilarin daha iyi
anlagilacagini diistinmekteyiz. Bunun yani sira ileri ¢alismalarla farklilik gosteren
molekiillerin farkli hiicre hatlarinda veya timor ve tiimorle iliskili doku 6rnekleriyle
deneysel caligmalarla molekiiler mekanizmalarin daha iyi anlasilmasi 6nerilmektedir.
Boylece kanser prostatinin erken tani1 ve teshisinde biyobelirte¢ potansiyeli yliksek

molekiiller hedeflenmektedir.
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EKLER

Ek-1. IFADESIi DEGISEN miRNA’LARIN HEDEF GENLERININ DAVID
SONUCLARI

Ek-1A. hsa-miR-25-3p hedef gen listesinin GO analizi sonug tablosu

BiYOLOJIK SUREC GEN P-
SAYISI DEGERI

Negative regulation of transcription from RNA 7  1,20E-02
polymerase II promoter

Palate development 3  1,80E-02
Commitment of neuronal cell to specific neuron type in 2 1,90E-02
forebrain

Negative regulation of neural precursor cell 2 2,90E-02
proliferation

Transcription, DNA-templated 11 3,10E-02
Central nervous system neuron development 2 3,20E-02
Positive regulation of transcription from RNA 7  4,60E-02

polymerase II promoter

Cell fate determination 2 4,770E-02
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Ek-1B. hsa-miR-25-3p hedef genlerinin yolak analizi sonug tablosu

YOLAK ADI GEN P-DEGERI
SAYISI

Hippo signaling pathway 3 3,20E-02

Ek-1C. hsa-miR-153-3p hedef genlerinin GO analizi sonug tablosu

BiYOLOJIK SUREC GEN P-DEGERI
SAYISI

Positive regulation of transcription from RNA polymerase II promoter 15 3,00E-04
Wnt signaling pathway, calcium modulating pathway 4 9,40E-04
Positive regulation of transcription, DNA-templated 10 9,80E-04
Neuron migration 5 1,80E-03
Axon guidance 5 8,00E-03
Mitotic cytokinesis 3 9,00E-03
Negative regulation of transcription from RNA polymerase 11 10 9,00E-03
promoter
Semaphorin-plexin signaling pathway 3 1,20E-02
Neuron differentiation 4 1,20E-02
Negative chemotaxis 3 1,20E-02
Positive regulation of cell migration 5 1,30E-02
Nervous system development 6 1,40E-02
Dendrite morphogenesis 3 1,40E-02
Regulation of transcription, DNA-templated 15 1,50E-02
Phosphatidylinositol-mediated signaling 4 1,60E-02
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Notch signaling pathway 4 1,90E-02

Protein complex assembly 4 2,00E-02
Calcium ion transmembrane transport 4 2,10E-02
Anterior commissure morphogenesis 2 2,40E-02
Myotube cell development 2 2,40E-02
Positive regulation of alkaline phosphatase activity 2 2,90E-02
Regulation of voltage-gated calcium channel activity 2 3,40E-02
Posttranscriptional gene silencing by RNA 2 3,40E-02
Commissural neuron axon guidance 2 3,40E-02
Transcription from RNA polymerase Il promoter 7 4,10E-02
Negative regulation of pri-miRNA transcription from RNA 2 4,40E-02

polymerase II promoter

Ek-1D. hsa-miR-153-3p hedef genlerinin yolak analizi sonug tablosu

YOLAK ADI GEN SAYISI  P-DEGERI
Axon guidance 7 4,40E-05
Wnt signaling pathway 6 6,90E-04
Oxytocin signaling pathway 6 1,00E-03
Cgmp-PKG signaling pathway 6 1,30E-03
HTLV-I infection 6 9,70E-03
Cholinergic synapse 4 2,00E-02
Signaling pathways regulating pluripotency of stem cells 4 3,60E-02
Mtor signaling pathway 3 3,70E-02
Hepatitis B 4 3,90E-02
MAPK signaling pathway 5 4,20E-02
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Ek-1E. hsa-miR-183-5p hedef genlerinin GO analizi sonug tablosu

BiYOLOJIK SUREC GEN P-DEGERI
SAYISI

Hematopoietic progenitor cell differentiation 4 1,80E-03
Intracellular signal transduction 7 3,40E-03
Response to peptide hormone 3 1,10E-02
Aging 4 2,20E-02
RNA splicing 4 2,20E-02
Positive regulation of transcription from RNA polymerase II promoter 9 2,50E-02
mRNA processing 4 2,70E-02
In utero embryonic development 4 3,10E-02
Negative regulation of transcription, DNA-templated 6 3,50E-02
Positive regulation of cardiac muscle cell differentiation 2 3,60E-02
Positive regulation of cell growth 3 3,70E-02
Positive regulation of protein kinase B signaling 3 3,70E-02
Smooth muscle tissue development 2 3,90E-02
Embryonic camera-type eye morphogenesis 2 4,30E-02
Negative regulation of transcription from RNA polymerase 11 7 4,60E-02
promoter

Positive regulation of insulin receptor signaling pathway 2 4,60E-02
Positive regulation of glucose import in response to insulin stimulus 2 4,60E-02
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Ek-2. iIFADESIi DEGISEN GENLERIN LiSTESI

Ek-2A. Ifadesi yukari diizenlenmis genlerin tablosu

YUKARI DUZENLENMIS GENLER

BICD1 CANTI1 BRD3 ULK3 EIF4E2 KPNA1
SCARBI NOALI SGSM3 KRTS8 Clorf56 Jup

AK2 ORS51E2 SLC35El LAGE3 CANX LDLRAPI
ALG3 PAFAH1B3 SLC37Al LLGL2 CDK16 MCTP2
DHPS PKIB SLC43A1 OVOL2 CPD MTMR3
ATPSAL1 PRRI5L SMARCA4 PGM3 CYB561 P2RX4
IVD PYCRI1 SPTBN2 PTRHD1 DDX39A PAK4
MAP7 RAB17 TRIM27 RAB3IP DESI1 PHKA2
PEX10 RALGAPA2 TSPAN1 RAC3 DHCR7 PLPP2
RAB3B REPS2 ZDHHC18 RHPN2 DXO PTPN18
SSR2 RGS10 ZNF692 SYNE4 EIF2AK1 PTPRF
TRAF4 RORC PLAIA TC2N PRDM11 SECI16A
TTLL12 RPL36 ALDH18A1 TMED9 RABI1I1FIP2 SLC25A37
MRPS12 RPS24 ATG4B TMEM125 RAB23 TFAP2C
SLC25A22 SH3RF1 BCKDHA TSTA3 RAI2 TKFC
BCAM SLC25A39 CAPRIN1 DOLPP1 RNF175 TMEMSA
CLN3 MS4AS SELIL CYBS561A3 ADIPOR1 CSK
CD24 SND1 CDR2L FGFR10P SLC4A3 TMEM97
ACY1 STK36 CLCN7 PSATI SRF TRRAP
ABHD2 TBL2 CNOT3 RERI TCEAL1 TXLNGY
ACACA TLCD1 DDOST SLC39A9 TCEAL4 ZNF587
ACLY T™MCS EDEM3 YWHAE TCF21 DEAF1
ADRBI1 TMEM45B FLADI1 ZNF74 TIMP2 FAM174B
DOPEY2 MYO6 SEL1L3 DTYMK APEH GFPT1
AGFG2 TMTC4 GART EPT1 TMEM158 KIAAO0319L
ARHGEF26 TPD52 GORASP2 GAL TMEMS51 MLPH
B4GALT3 TRIM36 GRSF1 LADI1 TRIM22 NEDDA4L
BDH1 TSPAN13 HSPD1 MBP UST PIEZO1
BPHL UAPI IFRD2 POLR2H ZMAT3 RAB25
ANAPC5 CHMP4C CORO2A ABCG1 EXOSC5 MLSTS
ATP6VOE2 CLDN7 ENTPDS5 AP1S1 GIGYF2 PDIA6
CAMKK2 CMTM4 ERBB3 ARMC6 HSP90AB1 PHKA1
COBLL1 CYB5A FAM198B FOXD1 IDUA PREP
CSNK2A1 DNPH1 GAA HSPE1 INPP5K RANGAPI1
ESRP1 EPB41L4B GOLGA2 IMPDH2 LIMK2 RREBI
GANAB NDUFA7 SEZ6L2 FNBPIL APHIA GSPT1
FASN EPCAM GTF3C1 MIF NELFCD SDF4
FKBP4 ERGIC1 HNIL MLX PGD SGPL1
GNB2 FAMI117B HOXB13 MYDGF PIGO SLC35C2
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LIG3
MARCKSL1
MAZ
MGAT4B
MOGS
NUP210
P4HB
AMACR
PATZ1
PDLIMS5
PRSS8
PKP3
SIM2
PTPRN2
RAP1GAP
RUSC1
SLCI9A1
SLC25A10
TRPM4
GMDS
PAICS
SLC7A1
SNRPB
SRDS5ALI
BRD2
ZNF34
MRC2
MX1
NBEA
NOTCH1
PDESA
PODN
PRRX1
RPS6KB2
ARHGAPI1
CCND1

FAMS83H
FEV
GABRB3
GCNT1
GGCT
GJB1
GOLM1
CDK19
GPR160
GUCY1A3
NME3
HID1
CGREF1
HIST3H2A
HOXC4
HOXCé6
HPN

ICAl
KRT18
LRBA
LRRCSE
LYPLALI
MAL2
MARCI
MPC2
ZNF516
SERPING1
SH3BGRL
SH3PXD2A
RAB9B
RARRES2
RAB31
CD248
COL16A1
COLS8A2
CPED1

PCSK6
LPCAT3
LSR
LYPLA2
MCCC2
MENI1
MPST
Clorfl16
MYOID
MZF1
SGSH
NADK
CLDN3
NCSTN
NECAB3
NR2F6
NUMALI
PGLS
PSD4
RAB3D
RAP1GAP2
RCC1
RERE
RGL2
RNF44
SYDEI1
TAGLN
TFPI
TGFBI1I1
TPM2
TUBBG6
TWIST2
GATAS
GFRA1
HCFCIRI1
IL15

NME1
PPP1R9A
RMI1
TBX1
TCEB3
TMEMI178A
TRIB3
ZNF350
UNCSA
YBEY
ICAM3
ZNF614
DLX1
ACSM3
ALG6
DSC2
F2RL1
KDELR2
OPLAH
SLC35A3
STX3
ANK3
BMPRI1B
CENPM
CLDN8
SLC20A2
SLC35F6
SORBSI1
SPARCL1
SPOP
STK26
SURF4
DCHSI1
ECHDC1
EPHA3
FAM229B

PRRC2A
RNF126
SCAMP3
SEC61A1
SLC35A2
SLC44A4
TFDP1
EIF4G1
TRPC4AP
UTRN
ARF4
ZNF282
ENSA
TMEM147
ACSM1
ALCAM
ALDH3B2
APRT
ARFGEF3
ATPI11B
ATP6V1G1
SMPDL3B
THEM®6
ACADS
ACSLI
RASL12
RBBP7
RBPMS2
RPRM
RRAS
RSU1
SBSPON
KCNH2
LIMCH1
LMO3
LTBP4

SLC52A2
SPDEF
SREBF1
SRRT
TBC1D9B
TCF3
TIMELESS
LARS
TMEMI161A
TNK2
ITPR3
WDR77
MCAT
WWP2
XPOT
ALDH6ALI
ARSD
ATP7B
BCAT2
BCL2L1
Cl1orf80
CBFA2T2
CBX4
CDH1
CHKA
VCL
WFDC1
ZBTB47
ZCCHC24
ZYX
PTGIS
SELM
FBXO31
FYCO1
ITPRI1
CRYZ
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Ek-2B. Ifadesi yukar1 yonde degisen genlerin listesi

ASAGI DUZENLENMIS GENLER

PRRX1
RNF175
SLC4A3
SRF
TCEALI1
TCEALA4
KRT14
PTGIS
RAB31
RAB9B
RARRES2
RASL12
RBPMS2
RPRM
RRAS
RSU1
SBSPON
SELM
SERPING1
SH3BGRL
SH3PXD2A
SLC20A2
SORBSI1
SPARCL1
STK26
SYDEI1
TAGLN
TFPI
TGFBI1I1
TPM2
TUBB6
TWIST2
VCL
WEFDC1
ZBTB47
ZCCHC24
2YX
HCFCIR1
MRC2
RBBP7
SPOP
ARHGAPI1
CCND1

GJA1
FNBP1
GBP2
GNL1
ITGB1
KPNA3
LGR6
PARMI1
ADH5
CALD1
CD59
CDC42BPA
DMD
DSTN
FERMT2
HMGN4
IL6ST
MSRB2
MYLK
PRNP
VAMPS5
WWTRI1
YPELS
ANGPT1
FGFR2
FEZ2
LMNA
VAMP3
COX7Al1
HIGDIA
PDLIM7
TPM1
TUBAIA
LRRC49
AOX1
COL4A6
CRYAB
FHL2
MEIS2
MYOF
NAV2
PTRF
SERPINF1

RBMS2
BLVRA
PAGE4
RECK
RGS2
RIN3
DPYSL2
RBP1
SPG20
TACC1
TNS1
ZAK
CCK
GBP1
METTL7A
SLC18A2
CDC14B
DDX24
GPRCS5B
IGF1
LMO4
MORF4L1
NUCKSI
PLD1
PLEKHAL1
PTN
RND2
RORA
S100A6
SCD5
SEC62
SNX1
SPTAN1
STX12
TCF4
WHSCIL1
ZFANDS
ACTB
EIF1
GNG11
GYG1
NMI
PSMC1

BTG3
RBPMS
RNF38
S100A16
S1PR3
SCARA3
CSPG4
C10orf54
C9orf3
CACHD1
CALM1
CAND2
CAP2
CAV1
CAV2
CFL2
CHST3
CLIC4
CLIP4
COPZ2
CRISPLD2
CYB5R2
DDR2
DNAJBS
DYNCILI2
EHD2
ENAH
EPB41L3
FAM107A
FBXO032
FCHSD2
FOXF1
FXYD6
FzZD7
GPM6B
GSN
HACD1
HTRAI1
ILK
INMT
IQGAP1
ITGA1
KCNJ8

SVIL
GLI3
GSTMS
HIF1AN
ISYNAL
ITGA9
STAC
TBCID1
TCF7L1
TGFB3
TGFBR2
TGFBR3
TIMP3
TLN1
TMEM43
TNC
TORI1AIP1
TRIP10
TSHZ3
TSPANI18
VEZF1
VIM
YAP1
ZNF655
CYP3AS
EFEMP1
EFS
HOXD10
ID4
KRT15
LSAMP
MAML2
NIPAL3
NTN4
PIK3R1
PTGS2
ROBO1
SLC14Al1
SLC16A5
SLCO3A1
SPON1
ST6GALNAC2
TCEAL2

MYOCD
CHRDL2
CLIP3
CLTB
COL14A1
COL4A1
MDC1
NABI1
NFIA
NPTN
NUDT10
OGN
OPAl
PBX1
PEX14
PGMS5
PJA1
PLCL1
PLEKHA2
PNMALI1
PRKCA
PTGER2
RGN
SCRNI1
SDPR
SGCB
SLC24A3
SLIT2
SPRED1
SSPN
TCEAL3
TGFB2
TLE4
TMEM35A
TMEM47
TP53INP2
TRIB2
TRO
WBP4
WwC3
ZBTB4
CAP1
CLIP1
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CD248
COLI16A1
COLS8A2
CPEDI1
CRYZ
DCHSI1
ECHDC1
EPHA3
FAM229B
FBXO031
PODN
FYCO1
PRDM11
GATAS
GFRAL1
IL15
ITPR1
KCNH2
LIMCHI1
LMO3
RABI11FIP2
RAB23
RAI2
TCF21
TIMP2
TMEM158
TMEMS51
LTBP4
MX1
NBEA
NOTCH1
PDESA
LARGEI
DYNCI1I1
ATP1A2
ATPI1BI
ATP2A2
AXL
BNC2
DUSP3
EDNRA
EMP3
FAM13B
FBX030
FHOD3

ACAA2
ACACB
LPP
PALLD
STOM
AJUBA
CX3CL1
EFEMP2
KRT23
RND3
DENNDSA
SPOCK3
CSRP2
THSD4
BMPRI1A
NDN
FHL1
ISCU
MEF2C
MITF

DPT

DST
FBLN1
LAPTM4A
LDHB
LGALS3
LPAR1
ARHGAPI10
FAM172A
PDZRN4
TMEM127
SLC22A17
LZTFL1
FLNA
FLNC
FOXN3
FXYD1
GAS6
GNG2
GYPC
HABP4
HPD
HSPBS
IFFO1
ZNF34

CALM3///CALM2///CALM1

RAPIB
S100A13
SGCE
SNCG
TMX4
ARL4A
COL6AL1
DES
DMPK
KCNMALI
DNAIJCI15
KLHLS5
FBXL5
NRP2
PEAILS
RHOQ
SLCI12A4
TMEM100
APOBEC3F
ARL3
SF3A3
VAPA
ADCY9
AKAPI2
AKRI1BI1
ANTXR1
ANXA6
ARPC2
ATGI12
Clorf54
COX11
DDX50
DPYSL3
IGFBP4
IGFBP6
INPP1
ITGAS
ITGA7
JAM3
KANK2
KCNMBI1
KLC1
KLHL42
ZNF516
PLEKHO1

KITLG
LDB3
LHFPL2
LMOD1
LPIN1
MAMLDI1
MAPREI
MBNL1
MBNL2
MEG3
PRICKLE2
MEIS3P1
PTPN14
MSRB3
MTCH1
MXRA7
MYHI11
NES

OAT
PARVA
RBFOX2
RBMS1
RBMS3
SH3PXD2B
SLC25A4
SLC47A1
SLMAP
PDE4D
PDGFC
PPP1R14A
PPP1R3C
PPP3CB
PLS3
PMP22
PPP1R18
PSIP1
PTEN
RAP1A
SMAD3
SMARCD3
SPATAG6
ST5
TRIM22
UST
ZMAT3

TP63
WIF1
ZBTB20
ANGPTL2
ARRBI1
ASAP1
BENDS
C200rf194
C2orf40
CAMK2G
EYA4
CCDC50
FAXDC2
CCDC8
CCND2
CDIP1
CDS2
CELF2
CEMIP
CNRIP1
FZD1
GAPVDI1
GLGlI
ITIHS
JAZF1
KANK1
KCNABI
COL27A1
CRTAP
CXCL12
DSE
EIF4EBP2
MSN
MTMR9
MYADM
MYL9
NACC2
NEXN
NLGN2
NR3ClI
PDLIM3
PDLIM4
PGM1
PHLDA3
PLAC9

HSPB2
KPNA4
PCP4
PLN

SLK
SYNM
SYS1
ACO1
ACTA2
ACTNI
CCDC3
ADCYS5
CCDC30
ADGRL2
AHNAK?2
ANO6
AOC3
ASB2
ATP2B4
BOC
CD99L2
CERK
CHRDLI1
COL4A2
COL6A2
COL6A3
COROIC
Cl6orfas
CIS

Cc7

CBX7
CCDC136
LAMAA4
LAPTM4B
LCAT
LGALSI
LIMS2
LRCH2
LRFNS
MACFI
MAOB
MEIS1
MOB3C
MPRIP
MRVI1
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Ek-3. VERI SETLERINDE iFADESi ANLAMLI DEGISEN miRNA’LAR

Ek-3A. GSE21036 ve GSE76260 veri setlerinde ifadesi anlamli degisen miRNA’lar

GSE21036 Q-DEGERI logFC GSE76260 Q-DEGERI logFC
hsa-miR-153 2,56E-07 2,46 hsa-miR-653 0,003289  -0,23
hsa-miR-99a* 2,56E-07  -0,84 hsa-miR-1272 0,003289  -0,42
hsa-miR-93 2,56E-07 0,78 hsa-miR-130b 0,003289 0,53
hsa-miR-145 2,82E-07  -1,18 hsa-miR-483-5p 0,003289  -0,24
hsa-miR-548c-3p 2,82E-07 1,87 hsa-miR-1303 0,003289 0,78
hsa-miR-145% 2,82E-07  -0,89 hsa-miR-1271 0,003289  -0,42
hsa-miR-106b 5,16E-07 0,73 hsa-miR-921 0,003289  -0,16
hsa-miR-378 6,17E-07  -0,94 hsa-miR-139-3p 0,003289  -0,59
hsa-miR-378%* 6,17E-07  -0,79 hsa-let-7e* 0,003289  -0,50
hsa-miR-221 1,05E-06  -1,30 hsa-miR-30e* 0,003686  -0,25
hsa-miR-22* 1,05E-06  -0,72 hsa-miR-1825 0,003686  -0,24
hsa-miR-221%* 1,05E-06  -0,83 hsa-miR-659 0,003848  -0,33
hsa-miR-425 1,4E-06 0,66 hsa-miR-455-3p 0,003848  -0,32
hsa-miR-183 1,4E-06 1,78 hsa-miR-507 0,004669  -0,22
hsa-miR-425% 1,4E-06  -0,31 hsa-miR-516a-3p, 0,005577  -0,30

hsa-miR-516b*
hsa-miR-29a* 1,49E-06  -0,71 hsa-miR-221%* 0,005577  -0,82
hsa-miR-663 1,59E-06 1,19 hsa-miR-887 0,005577  -0,37
hsa-miR-222 1,85E-06 -1,48 hsa-miR-517a 0,005577  -0,24
hsa-miR-214* 2,21E-06  -0,69 hsa-miR-483-3p 0,005577  -0,71
hsa-miR-143* 221E-06  -127 hsa-miR-222 0,005577  -0,34
hsa-miR-25 2,21E-06 0,83 hsa-miR-189:9.1 0,00604  -0,32
hsa-miR-133a 2,21E-06 -124 hsa-miR-7 0,00604 0,59
hsa-miR-21%* 2,21E-06 0,09 hsa-miR-183 0,006291 0,70
hsa-let-7¢* 2,27E-06  -1,07 hsa-miR-505 0,006431  -0,38
hsa-miR-19a 2,39E-06 0,82 hsa-miR-519b-3p 0,006431  -0,20
hsa-miR-19b 435E-06 0,79 hsa-miR-193b* 0,007009  -0,54
hsa-miR-148a* 4,93E-06 1,20 hsa-miR-105% 0,007009  -0,25
hsa-miR-200c¢ 522E-06 0,95 hsa-miR-324-3p 0,007359  -0,17
hsa-miR-200c* 522E-06  -0,16 hsa-miR-1244 0,007594 0,57
hsa-miR-18a 528E-06 0,76 hsa-miR-612 0,008302 0,73
hsa-miR-96 6,88E-06 1,73 hsa-miR-32 0,008302 1,39
hsa-miR-141 8,38E-06 0,98 hsa-miR-99b* 0,008302  -0,42
hsa-miR-141%* 8,38E-06 1,14 hsa-miR-182 0,009159 0,54
hsa-miR-375 8,52E-06 1,45 hsa-miR-32* 0,010023 047
hsa-miR-152 1,34E-05  -0,74 hsa-miR-663b 0,010023 0,96
hsa-miR-181¢c 2,14E-05  -0,73 hsa-miR-1308 0,010059 0,48
hsa-miR-181c* 2,14E-05  -042 hsa-miR-187 0,010184 -1,36
hsa-miR-204 2,22E-05  -1,16 hsa-miR-92a-1%* 0,010184 0,62
hsa-miR-133b 2,27E-05  -1,08 hsa-miR-1270 0,010377  -0,31
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hsa-miR-99b
hsa-miR-99b*
hsa-miR-505
hsa-miR-505%*
hsa-miR-575
hsa-miR-143
hsa-miR-146b-5p
hsa-miR-182
hsa-miR-27b
hsa-miR-27b*
hsa-miR-452
hsa-miR-18b
hsa-miR-154
hsa-miR-31
hsa-miR-629
hsa-miR-629*
hsa-miR-886-3p
hsa-miR-130b
hsa-miR-499-5p
hsa-miR-224
hsa-miR-148a
hsa-miR-139-5p
hsa-miR-34a*
hsa-miR-17
hsa-miR-17*
hsa-miR-455-5p
hsa-miR-205
hsa-miR-32
hsa-miR-32*
hsa-miR-23b
hsa-miR-23b*
hsa-miR-338-3p
hsa-miR-24
hsa-miR-652
hsa-miR-24-1%*
hsa-miR-199a-5p
hsa-miR-125b
hsa-miR-7
hsa-miR-135a*
hsa-miR-7-1%*
hsa-miR-20a
hsa-miR-100
hsa-miR-627
hsa-miR-20a*
hsa-miR-125b-2*
hsa-miR-484

2,42E-05
2,42E-05
2,43E-05
2,43E-05
2,52E-05
3,04E-05
5,02E-05
5,23E-05
5,4E-05
5,4E-05
6,7E-05
7,62E-05
8,46E-05
8,65E-05
0,000107
0,000107
0,000122
0,000122
0,000122
0,000122
0,000132
0,000132
0,000132
0,000153
0,000153
0,000158
0,000184
0,000299
0,000299
0,000309
0,000309
0,000376
0,000439
0,000658
0,00086
0,001065
0,001113
0,001194
0,001339
0,001339
0,001339
0,001339
0,001339
0,001339
0,0021
0,002146

0,79
-0,19
0,41
0,17
0,71
-1,10
1,23
1,10
-0,81
-0,88
-0,90
0,69
-0,45
-1,68
0,77
0,28
-0,86
0,70
-0,67
-1,40
1,18
-0,80
-0,67
0,77
0,52
-0,88
2,14
1,10
-0,05
-0,71
-0,58
-0,99
-0,51
-0,45
-0,73
0,43
-0,47
0,94
1,09
0,75
0,76
-0,55
0,78
0,64
-0,42
-0,32

hsa-miR-99b
hsa-miR-1208
hsa-miR-1267
hsa-miR-328
hsa-miR-323-3p
hsa-miR-431
hsa-miR-622
hsa-miR-23b*
hsa-miR-183*
hsa-miR-30¢-2*
hsa-miR-1300
hsa-miR-548c-3p
hsa-miR-190b
hsa-miR-221
hsa-miR-1227
hsa-miR-1268
hsa-miR-1305
hsa-miR-769-5p
hsa-miR-340*
hsa-miR-554
hsa-miR-425
hsa-miR-548h
hsa-miR-708
hsa-miR-1252
hsa-miR-566
hsa-let-7¢*
hsa-miR-760
hsa-miR-1282
hsa-miR-193a-5p
hsa-miR-875-5p
hsa-miR-567
hsa-miR-571
hsa-miR-216a
hsa-miR-1246
hsa-miR-1179
hsa-miR-378*
hsa-miR-1284
hsa-miR-604
hsa-miR-1206
hsa-miR-19a*
hsa-miR-296-5p
hsa-miR-142-5p
hsa-miR-671:9.1
hsa-miR-184
hsa-miR-1183
hsa-miR-1255b

0,010377
0,010564
0,010872
0,011522
0,011608
0,011608
0,011608
0,011608

0,01231
0,012326
0,012547
0,013308
0,013427
0,013504
0,013713
0,013747
0,013747

0,01375

0,01375
0,014162
0,014693
0,015421
0,016633
0,018241
0,018241
0,018241
0,018241
0,018241
0,019215
0,019215
0,019276
0,019921
0,019921
0,020165
0,020165

0,02095

0,02095

0,02095
0,021038
0,021646
0,022337
0,022951
0,022951
0,026083
0,026381
0,026381

0,22
-0,13
-0,28
-0,55
-0,54
0,41
0,77
-0,44
0,59
-0,50
0,80
0,16
0,78
0,24
-0,30
0,66
0,22
0,24
-0,33
-0,12
0,22
-0,18
0,46
-0,07
0,68
-0,50
0,34
0,16
0,26
-0,66
0,24
0,22
0,49
0,64
-0,53
-0,55
-0,14
0,44
-0,14
0,39
-0,63
0,81
0,29
-0,83
0,56
0,13
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hsa-miR-20b
hsa-miR-487b
hsa-miR-101*
hsa-miR-92a
hsa-miR-130a
hsa-miR-381
hsa-miR-27a
hsa-miR-659
hsa-miR-376¢
hsa-miR-326
hsa-miR-518c*
hsa-miR-801
hsa-miR-936
hsa-miR-877*
hsa-miR-1225-5p
hsa-miR-1227
hsa-miR-125a-5p
hsa-miR-106a
hsa-miR-602
hsa-miR-106a*
hsa-miR-877
hsa-miR-150*
hsa-miR-28-3p
hsa-miR-149
hsa-miR-149*
hsa-miR-30c
hsa-miR-23a
hsa-miR-630
hsa-miR-23a*
hsa-miR-155
hsa-miR-648
hsa-miR-486-5p
hsa-miR-365
hsa-miR-768-3p
hsa-miR-181b
hsa-miR-616
hsa-miR-142-5p
hsa-miR-324-5p
hsa-miR-127-3p
hsa-miR-501-5p
hsa-miR-550
hsa-miR-181d
hsa-miR-363
hsa-miR-483-5p
hsa-miR-99a
hsa-miR-892b

0,002676
0,002768
0,003032
0,003615
0,004732
0,004903
0,005293
0,005783
0,006159
0,006505

0,00665
0,006739
0,006908
0,007444
0,007444
0,007444
0,007444
0,007444
0,007444
0,007444
0,007875
0,008063
0,008263
0,008717
0,008717
0,008895
0,010373
0,010373
0,010373
0,010378
0,011363
0,011363
0,012328
0,012763
0,012966
0,013681
0,014658
0,015032
0,015166
0,015427
0,015427
0,016477
0,016477
0,016477
0,016477

0,01651

0,74
-0,65
-0,51

0,48
-0,52
-0,47
-0,49

0,70
-0,42
-0,47

0,56

0,57

0,60
-0,89

0,67
-1,04
-0,62

0,41

0,68

0,67

0,83

0,61
-0,78
-0,63

0,11
-0,45
-0,50

0,71
-0,02

0,53

0,55

0,50
-0,33

0,50
-0,29
-0,78

0,59
-0,29
-0,41

0,46

0,50
-0,39

0,66

0,49
-0,40

0,37

hsa-miR-520d:9.1
hsa-miR-24-1*
hsa-miR-518d-3p
hsa-miR-7-2*
hsa-miR-802
hsa-miR-661
hsa-miR-544
hsa-miR-220a
hsa-miR-193b
hsa-miR-610
hsa-miR-1468
hsa-miR-378
hsa-miR-518c*
hsa-miR-631
hsa-miR-552
hsa-miR-1180
hsa-miR-224
hsa-miR-25
hsa-miR-22*
hsa-miR-502-5p
hsa-miR-367*
hsa-miR-452
hsa-miR-25%
hsa-miR-801:9.1
hsa-miR-1245
hsa-miR-641
hsa-miR-548b-5p
hsa-miR-597
hsa-miR-299-5p
hsa-miR-324-5p
hsa-miR-1228
hsa-miR-1283
hsa-miR-93
hsa-miR-198
hsa-miR-505*
hsa-miR-375
hsa-miR-181b
hsa-miR-154
hsa-miR-485-5p
hsa-miR-152
hsa-miR-326
hsa-miR-609
hsa-miR-509-5p
hsa-miR-550
hsa-miR-608
hsa-miR-125b-2*

0,027387
0,028252
0,028967
0,029138
0,030266
0,030266
0,030337
0,031432
0,031432
0,031989
0,031989
0,032898
0,033001
0,033001
0,033001
0,033001
0,033001
0,033001
0,033001
0,035062
0,035126

0,03521
0,035392
0,037593
0,037758
0,037894
0,038038
0,039362
0,039375
0,039483

0,04036

0,04182
0,042564
0,042564
0,042762
0,043675
0,043824
0,044488
0,044488
0,044876
0,045591
0,045591
0,048517
0,048517
0,048695
0,048847

-0,13
-0,54
-0,18
-0,31
-0,11
0,29
0,46
-0,14
-0,17
0,19
-0,50
-0,21
-0,13
0,24
-0,12
-0,33
-0,47
0,14
-0,17
-0,32
-0,17
-0,53
0,23
0,87
0,34
-0,16
-0,11
-0,22
-0,45
-0,11
0,12
-0,14
0,08
0,67
-0,43
0,31
-0,24
-0,27
-0,30
-0,22
-0,20
-0,15
0,46
-0,27
0,08
-0,24
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hsa-miR-33b
hsa-miR-33b*
hsa-miR-1234
hsa-miR-337-3p
hsa-miR-455-3p
hsa-miR-501-3p
hsa-let-7b
hsa-let-7b*
hsa-miR-1
hsa-miR-29c*
hsa-miR-214
hsa-miR-545
hsa-miR-142-3p
hsa-miR-320
hsa-miR-376a
hsa-miR-26a
hsa-miR-1224-5p
hsa-miR-532-3p
hsa-miR-15b
hsa-miR-10b*

0,016928
0,016928
0,017385
0,017385
0,018487
0,018749
0,018795
0,018795
0,019187
0,019408
0,019647
0,020644
0,021039
0,024625
0,027978
0,028056

0,02816
0,033426
0,037224
0,044768

0,70
0,03
-0,49
-0,69
-0,59
0,44
0,34
0,75
-0,78
0,25
0,36
-0,48
0,64
0,34
0,33
0,33
0,39
0,39
0,39
0,58

hsa-miR-519c¢-3p
hsa-miR-15a*
hsa-miR-642
hsa-miR-543
hsa-miR-520a-3p
hsa-miR-1207-3p
hsa-miR-26b*
hsa-miR-133a
hsa-miR-1234
hsa-miR-153

0,049431
0,049431
0,049431
0,049431
0,049431
0,049431
0,049651
0,049971
0,049998
0,049998

-0,29
0,56
-0,41
-0,24
-0,21
0,15
-0,15
-0,31
0,36
1,02

Ek-3B. GSE36803 ve GSE64318 veri setlerinde ifadesi anlamli degisen miRNA’lar

GSE36803 Q-DEGERI logFC GSE64318 Q-DEGERI logFC
hsa-miR-221 3,34E-05 -1,64 hsa-miR-145 0,000149 -1,01
hsa-miR-455-3p 3,34E-05  -1,37 hsa-miR-145* 0,000149 -0,05
hsa-miR-222 3,34E-05 -1,70 hsa-miR-671-3p 0,000313 -1,18
hsa-miR-145 3,34E-05 -0,94 hsa-miR-659 0,001939 -1,13
hsa-miR-125a-5p 3,34E-05  -0,99 hsa-miR-490-5p 0,009605 -1,13
hsa-miR-145-star 4,13E-05 -2,31 hsa-miR-765 0,012051 -1,30
hsa-miR-770-5p 4,13E-05 0,82 hsa-miR-29b-1* 0,012674 1,13
hsa-miR-27b 0,000131  -0,88 hsa-miR-933 0,012674 -1,30
hsa-miR-181a 0,00021  -0,82 hcmv-miR-US4 0,012674 -1,45
hsa-miR-152 0,000233  -1,04 hsa-miR-602 0,012674 -1,08
hsa-miR-139-5p 0,000285 -1,43 hsa-miR-148a 0,012674 1,62
hsa-miR-23b 0,000299  -0,70 hsa-miR-148a* 0,012674 0,23
hsa-miR-23a 0,000299  -0,66 hsa-miR-9* 0,012674 0,27
hsa-miR-143-star 0,000313 -1,68 hsa-miR-93* 0,012674 -0,01
hsa-miR-25 0,000313 1,01 hsa-miR-22 0,012954 -0,86
hsa-miR-133a 0,000313 -1,86 hsa-miR-26a 0,012954 -0,52
hsa-miR-221-star 0,000313 -1,78 hsa-miR-22* 0,012954 0,22
hsa-miR-143 0,000366  -0,82 hsa-miR-23b* 0,013011 1,04
hsa-miR-936 0,000366 0,63 hsa-miR-150* 0,014136 -1,35
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hsa-miR-320a
hsa-miR-886-5p
hsa-miR-133b
hsa-miR-455-5p
hsa-miR-505
hsa-miR-886-3p
hsa-miR-181c¢
hsa-miR-205
hsa-miR-99b
hsa-miR-24
hsa-miR-153
hsa-miR-224
hsa-miR-30c
hsa-miR-1291
hsa-miR-31
hsa-miR-376¢
hsa-miR-34a-star
hsa-miR-93
hsa-miR-593
hsa-miR-130a

hsa-miR-148a-star

hsa-miR-422a
hsa-miR-378
hsa-miR-182
hsa-miR-320c
hsa-miR-130b
hsa-miR-27a
hsa-miR-100
hsa-miR-508-3p
hsa-miR-320b
hsa-miR-204
hsa-miR-320d
hsa-miR-30e-star
hsa-miR-1179
hsa-miR-542-3p
hsa-miR-375
hsa-miR-342-3p
hsa-miR-621
hsa-miR-512-3p
hsa-miR-625-star
hsa-miR-28-3p
hsa-miR-643
hsa-miR-1246
hsa-miR-31-star
hsa-miR-7-2-star
hsa-miR-574-3p

0,000486
0,000538
0,000538
0,000543
0,000656
0,000736
0,000774
0,000865
0,001344
0,001504
0,001504
0,001872
0,001872
0,001877
0,001877
0,002162
0,002329
0,002329
0,002329
0,002666
0,003061
0,003199
0,003199
0,003566
0,003935
0,003982
0,004131
0,004435
0,004993

0,00705
0,008821
0,010007
0,010492
0,010492
0,010886
0,011326
0,012675
0,012675

0,01271

0,01271

0,01271

0,01271

0,01445

0,01445
0,016675
0,016859

-0,47
-0,87
-1,56
-2,13
-1,21
-0,85
-1,00
-3,59
-0,77
-0,59

2,17
-1,29
-0,65

0,60
-2,45
-1,54
-1,08

0,79
-0,78
-0,71

1,21
-0,77
-0,90

1,17
-0,66

1,07
-0,61
-0,70
-0,52
-0,46
-1,22
-0,52
-1,02

0,65

0,60

0,97
-0,46
-0,51

0,78

0,57
-0,56

0,64
-0,76
-0,99

0,61
-0,45

hsa-miR-584
hsa-miR-887
hsa-miR-7
hsa-miR-550
hsa-miR-550*
hsa-miR-671-5p
hsa-miR-16
hsa-miR-665
hsa-miR-92b
hsa-miR-767-3p
hsa-miR-92b*
hsa-miR-483-3p
hsa-miR-203
hsa-miR-519d
hsa-miR-18b
hsa-miR-18b*
hsa-miR-923
hsa-miR-20a
hsa-miR-563
hsa-miR-20a*
hsa-miR-183
hsa-miR-183*
hsa-miR-320
hsa-miR-221*
hsa-miR-139-3p
hsa-miR-32*
hsa-miR-498
hsa-miR-200a
hsa-miR-200a*
hsa-let-7f-1*
hsa-miR-92a
hsa-miR-129*
hsa-miR-30d*
hsa-miR-143
hsa-miR-425*
hsa-miR-17
hsa-miR-31%*
hsa-miR-17*
hsa-miR-143*
hsa-let-7b*
hsa-miR-331-5p
hsa-miR-505*
hsa-miR-33b*
hsa-miR-10a
hsa-miR-10a*
hsa-miR-153

0,014136
0,014136
0,017049
0,017286
0,017286

0,02066
0,021317
0,021772
0,022419
0,022419
0,022419
0,028536
0,029577
0,029577
0,030996
0,030996
0,031718
0,033376
0,033376
0,033376
0,034744
0,034744
0,035598
0,035598
0,035598
0,035598
0,037546
0,038861
0,038861
0,039069
0,039069
0,039069
0,039069
0,039069
0,039069
0,039069
0,039069
0,039069
0,039069
0,039298
0,039298
0,039298
0,039353
0,039353
0,039353
0,047012

-1,01
-1,04
1,40
1,13
0,43
-1,58
0,81
1,21
1,42
-1,00
-0,02
1,13
1,51
-0,83
1,19
-0,51
-1,50
1,28
1,24
0,24
1,63
0,04
-0,90
1,46
-0,76
-0,15
-1,31
1,72
0,83
-1,14
-0,50
-0,98
0,48
-0,59
-1,03
0,92
1,25
0,28
0,07
-1,02
0,67
1,23
-0,94
0,90
-0,08
0,90
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hsa-miR-96
hsa-miR-665
hsa-miR-132
hsa-miR-181d
hsa-miR-7-1-star
hsa-miR-141
hsa-miR-29a
hsa-miR-619
hsa-miR-149
hsa-miR-558
hsa-miR-93-star
hsa-miR-1273
hsa-miR-1224-5p
hsa-miR-342-5p
hsa-miR-517-star
hsa-miR-1287
hsa-miR-223
hsa-miR-1
hsa-miR-32
hsa-miR-195
hsa-miR-7
hsa-miR-200c-star
hsa-miR-452
hsa-miR-139-3p
hsa-miR-17-star
hsa-miR-324-3p
hsa-miR-125b
hsa-miR-24-1-star
hsa-miR-769-5p

0,017371
0,017521
0,017581
0,017581
0,017607
0,022226
0,023329
0,023579
0,024113
0,027365
0,027365
0,027365
0,028143
0,032086
0,037629
0,037629
0,037629
0,037701
0,037701
0,038146

0,03981
0,040472
0,041672
0,044007
0,046805
0,046981
0,047778
0,047778
0,049794

1,31
0,61
-0,64
-0,95
0,89
0,71
-0,47
0,75
-1,20
0,70
0,88
0,40
0,40
-0,54
-0,70
-0,50
-0,90
-1,58
0,80
-0,51
0,64
0,82
-0,68
-0,48
0,80
-0,43
-0,53
-1,00
1,11

hsa-miR-766
hsa-miR-374a
hsa-miR-374a*

0,047012
0,047166
0,047166

-0,73
1,38
-0,02
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Ek-4. ADAY miRNA’LARIN IKi PLATFORMDA ORTAK HEDEF

GENLERI

Ek-4A. mir-221-3p hedef genleri

MiR-221-5P HEDEF GENLER

AICF
ABCG1
ACVRIB
ADAMTS17
ADORA2B
AFF4
ALDHI1A2
ANAPC15
ANKH
ANXAL11
ARHGEF4
ARLI17A
ARMCX3
ASPH
B4GALNTI
BAG3
BBS9
BRCAI
BRPF1
BSN
CIQTNF2
CIRL
C5orf49
CALN1
CAMTALI
CBL

CBX6
CCDC152
CCNDI
CDADCI
CDC42BPA
CEPS5L
cIC
CNOT7
COMMDI10
CRKL

CSTF2
CYTL1
DENNDI1B
DIS3
DISCl1
DPY19L3
EDN2
ELK4
ELL2
EPHB2
ESS2
FAM118B
FAM168A
FZD5
GALNT16
GGCX
GPD2
GPR137
GRIK2
GRIK4
GZF1
HARS2
HPCALA4
INO8OD
IPO9
IRAK4
IRF2BP2
ITGB1
KCNIJ10
KIF1C
KRTS80
LIG3
LPARI1
LPCAT3
LSM5
MARCH10

MAVS
MED22
MGAT3
MGAT4A
MRPL20
NBPF14
NFATCI
NPDCI1
NPNT
NR2C2
NRIP3
NUFIP2
PABPCI1
PAPOLA
PAX5
PAXIP1
PCDH17
PCDHGA10
PCDHGA12
PCDHGA3
PCDHGA4
PCDHGAS
PCDHGA7
PCDHGA9
PCDHGB2
PCDHGB3
PCDHGB4
PCDHGB5
PCDHGB6
PCDHGB7
PCDHGC3
PDPKI1
PEARI
PHTF2
PIGQ
PLCHI

PLEKHG4B
PLEKHO2
PPP1R1B
PRAME
PRNP
PRRT2
PSAP
PTGER3
PTP4A2
PTPRJ
RAB3B
RALBP1
RALGPS2
RARG
RASSF7
RASSF8
RBM14
RFWD3
RIC3
RIMS4
RPP14
RRP15
RWDD3
SCN2B
SEMA3A
SEPSECS
SGTB
SH3PXD2A
SHANK2
SHISAL1
SLC16A2
SLC45A4
SLC6A15
SLC6A17
SLC7A1
SMUG1

SPOUT1
SPTBN2
SRRM1
SUOX
SUSDS5
SUV39H1
TAB3
TANC2
TAPT1
TEX261
THAP6
TMEM183A
TMEM201
TMEM263
TMEM72
TMEMBS6A
TNRC6B
TOGARAMI
TP63
TRAPPC3
TRERF1
TRIM14
TSN
TTC28
TTC39C
TTC9
TTYH2
UBIADI1
USP38
VPS53
WAC
WDR31
WDR90
WNT16
WSCD1
ZCCHC3

ZFR2
ZNF423
ZSCAN30
ZSCANSA
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Ek-4B. mir-153-5p hedef genleri

MIR-153-3P HEDEF GENLER

AASDH CREBBP GNPDA2 NCAM2 RTN4
ABHD13 CREBRF GOLGASN NEBL SATB1
ADAMI0 CREM HLCS NEUROD4 SCML2
ADAMI9 DACHI1 IFFO2 NFATS SEMAA4F
ADO DCLK1 IFNARI1 NFATC2 SEMA4G
AGO1 DCLREIB IKZF2 NFATC3 SESN3
AKAP6 DDIT4 IMPAD1 NFIB SGCZ
AMER2 DENNDI1B ING2 NTRK2 SGIP1
AMPH DGKH INO8SOD NUDT4 SKI
ANK1 DLG2 ITGBL1 OPRM1 SLC1A6
ANKRDA40 DMD ITSN2 OSBPL6 SLC2A9
ANKRDA42 DMXL2 JAG1 PBXIP1 SNX25
ANKRDS50 DNM3 KCNAL PCDH7 SP4
ANO3 DPYSLS KCNH7 PDP2 SRGAP2C
APC DSE KCNQ3 PDS5A SYT4
ARHGAP24 DYNLT3 KCTD9 PELI1 TET3
ATGS DYRKIA KDM7A PGM3 TMEM38B
ATP2B2 EBF2 KIAA0556 PIK3R1 TNRC6B
ATP2C1 EGFLAM KIF20A PKHD1 TP53INP2
ATP8ALl ELAVL2 KLF13 PLCB1 TRIM36
BAG4 EMB KLF7 PLEKHA3 UBAG6
BEND4 EPHA4 KMT2B PLXNA4 UBN2
BTBD7 ERO1B LATS1 POU2F1 USP31
BTG1 EXPHS LIMS1 PPA2 USP44
C21lorf91 FAM160A1 MAGI1 PPARGCIB USP49
CSorf24 FAM168B MAP3K1 PPPIR12A WDR26
C6orf120 FAT3 MAPKIIPIL PXDN WWP1
CACNAIB FLRT2 MARK1 QKI YIPEF2
CACNB4 FUT9 MAST4 RALGPS2 ZBTB43
CAMK2G FZD3 MDGA2 RASA1 ZDHHC6
CAMKK?2 GALNT3 MDM4 RCHY1 ZEB2
CCSER2 GAREM1 MDNI1 REST ZNF316
CDH4 GATM MEF2A RNF169 ZNF518A
CEP350 GDF10 MEF2C RNF26 ZNF521
CIC GGCX MFHAS1 RORI1 ZNF609
CNTNAP1 GLRA3 MTF2 RPL22L1 ZNF644
COL4A1 GMCLL1 MTMR12 RPS6KB1 ZNF827
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Ek-4C. Mir-7-5p hedef genleri

MIR-7-5P HEDEF GENLER

ACBD3
ACER3
ADAMI11
ADCY9
AGO1
AGPS
AK3
ALGY9
AMOT
ANKRD12
ANO3
ARF4
ARHGEF33
ARID2
ARID4A
ARMCI10
ASXL1
ATF7
ATG4C
ATP2B2
ATRX
B3GLCT
BICRA
BMPR2
BMS1
BNC2
BNIP2
Clorf21
C2orf66
C5orf22
CA10
CACNB4
CADM3
CALHM4
CALU
CAMK2D
CAMKK?2
CBL
CCDC120
CCDC186
CCDC198

DOCK5
DPP10
DPPS
DPYSL2
DPYSL3
DSEL
DSG1
EDAR
EED
EGFR
EGLN3
EIFAEBP2
ENTPD4
ENTPD7
ERBB4
FAMI168A
FAM168B
FAM222B
FAMS53C
FBX028
FCAR
FCHO2
FGD6
FPGT
FSD2
FZD5
G3BP2
GABRAL
GABRB2
GALNT3
GATAS
GATA6
GATAD2B
GCNT2
GIC1
GLGI1
GNAQ
GRM5
GRP
GSPTI
GTF2Al

KIF16B
KIFIB
KIF5B
KLF12
KLF4
KLHL14
KMTS5A
KRTAP7-1
LEMD3
PIK3R3
LPP
LRIT2
LRRCI
LRRC59
LRRCSE
LTN1
LUZP1
LVRN
MAP3K9
MAPKAP1
MARF1
MECP2
MEGF9
MESD
MFSD14B
MIS12
MKNK 1
MMP19
MOBIB
MOSPDI
MSH3
MTMR1
MYLK
NDCI
NDST3
NDUFA4
NFATC2
NFIC
NIN
NOVA2
NQOI

PIK3R3
PIM1
PIWIL3
PKP2
PLXNAI1
PNISR
POGK
POLI
POLR2M
PRIMA1
PRKCB
PRKD3
PRR27
PRSS16
PSEN1
PSMA4
PSME3
PTGFRN
RABI11FIPS
RADSIB
RAF1
RANBP2
RBFOX1
RBMSI1
RBSN
RELA
RELN
RFX2
RGS7BP
RGS8
RNFI111
RNF141
RNF20
ROCK2
RPS6KB1
RSBN1
RSPRY1
RUBCN
RUSC1
RYK
SATB1

SORT1
SP1
SPATA2
SPTY2D1
SRRM3
STAU2
STRN
STRN3
STX17
TAPT1
TBC1DI12
TBCI1D2B
TCAF2
TCF12
TEXS1
TFF3
TFPI
TFRC
TGFA
TGFB2
TMEM120B
TMEM178B
TMEM237
TMEM?254
TMEM97
TNRC6B
TPGS2
TRAFS
TRAM?2
TRDN
TREM1
TRIM33
TRIMS8
TRIM67
TRMT13
TRPC5
TTC26
TTC6
TTLL6
U2SURP
UBLCP1

ZNF805
ZSCAN29
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CCNTI1
CCT4
CDCI14B
CDK1
CDKN2AIP
CHD3
CISD2
CKAP4
CLCN2
CLIP1
CNMD
CNNM4
CNOT3
CNPPD1
COL4A3BP
COMMD7
COX11
CRLSI1
CULS
CXorf40A
CYLCI1
CYTH3
DAZAP2
DLEU7

GUCY1A1
HDLBP
HELLS
HERPUD2
HNRNPUL2
HOXB3
HPCAL4
HS3ST5
ICAIL
IDE
IL17RB
IMPG1
IPO11
IRS1

ISY1
ITPKC
JADEL1
KBTBD2
KCNB1
KCNIJ13
KDM7A
KIAA1143
KIAAI211
KIF13A

NR1H2
NR2C1
NR4A3
NREP
NSL1
NXT2
ONECUT2
OSBPL11
OSBPL3
OSBPL5
OXR1
PAK2
PAN2
PARVA
PAX6
PDEI1C
PDE4B
PDE4D
PDK3
PFN2
PGM3
PICALM
PIGH
PIK3CD

SC5D
SCARB2
SDHC
SECISBP2L
SEPT10
SEPTS
SERP1
SETBPI
SGIP1
SH3GLB1
SHANK2
SIN3A
SLC16A12
SLC17A1
SLC17A6
SLC24A3
SLC25A15
SLC38A2
SLC38A4
SLC5A3
SLIT1
SMYD5
SNAP29
SNCA

UBQLN4
UBRS
UGGTI
UHMK]1
USF3
VDACI
VEGFD
VMA21
VPS26A
WDR47
WDTC1
XPO7
ZBTB22
ZBTB44
ZC3H4
ZFAND4
ZFX
ZMAT3
ZMYNDI2
ZNF106
ZNF275
ZNF426
ZNF549
ZNF652
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Ek-5. miRNA’LARIN HEDEF GENLERI VE DEGIiSEN GENLER
KARSILASTIRILDIGINDA ELDE EDILEN ORTAK GENLERIN
DAVID ANALIZ SONUCLARI

Ek-5A. Ortak genlerin GO analizi sonug tablosu

BiYOLOJIiK SUREC GEN P-DEGERI
SAYISI
G1/S transition of mitotic cell cycle 4 0,0029
Camp-mediated signaling 3 0,0051
Neuron development 3 0,0073
Protein phosphorylation 6 0,0087
Renal tubule morphogenesis 2 0,011
Cell migration 4 0,012
Palate development 3 0,019
Bleb assembly 2 0,028
Response to vitamin E 2 0,03
Mitotic G1 DNA damage checkpoint 2 0,03
MAPK cascade 4 0,037
Cellular response to lipopolysaccharide 3 0,04
Leukocyte migration 3 0,046
Smooth muscle contraction 2 0,049
Regulation of release of sequestered calcium ion into cytosol by 2 0,049

sarcoplasmic reticulum

91



Ek-5A. ortak genlerin KEGG analizi sonug tablosu

YOLAK ADI GEN SAYISI P-DEGERI
Oxytocin signaling pathway 3,60E-04
Focal adhesion 1,50E-03
Dilated cardiomyopathy 5,10E-03
Pathways in cancer 5,20E-03
Small cell lung cancer 5,30E-03
Proteoglycans in cancer 9,30E-03
Platelet activation 1,70E-02
Colorectal cancer 2,80E-02
Pancreatic cancer 3,00E-02
Glioma 3,00E-02
Chronic myeloid leukemia 3,70E-02
Gastric acid secretion 3,70E-02
Hypertrophic cardiomyopathy (HCM) 4,20E-02
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Ek-6. METILASYON DURUMU DEGISEN GENLER

Ek-6A. metilasyon durumu hipermetile olan genler

HIPERMETILE OLAN GENLER

ABHD3
ACCS
ACER3
ACOT7
ADC
ADCY4
ADHFE1
ADORA3
AGAPI11
AGPAT3
AKRI1BI1
ALOX5
ALS2CR4
ANKMY1
ANKRD23
ANKRD35
ANXA6
APC
ARHGEF2
ARLA4C
ASXL2
ATP1A3
ATP2B4
B3GNT7
B3GNTS
B3GNTLI1
BATF
BCAP31
BOLA3
BTBDI19
BTG3
BZRAPI1
Cl10orf18
C10orf55
Cllorf75
Cl6orfs
Cl160rf70
Cl18orfl
C2orf43

CHD7
CHSTI11
CLIP1
CLIP4
CNNM4
COL9A2
CORIN
CTF1
CUGBP2
CULI1
CXorf65
CYBA
CYTH2
DCHSI
DCPS
DEAFI
DENNDSA
DEPDC7
DGKZ
DHRS4L2
DIXDCl1
DMCI1
DNAIJB12
DOCKI11
DSE
DUSP6
EGLN2
EIF1B
ELF4
ENPP2
EPSTI1
EXT1
FADS2
FAMI100B
FHL3
FILIP1L
FLJ10357
FLNA
FLOT1

HIST1HA4F
HLA-F
HLA-L
HSPA4L
HVCN1
IER3
IFFO2
IFITM1
IGF2BP1
IL17C
IL2RB
INA
INCA1
ITGA4
ITPKB
ITPRIP
JDP2
JSRP1
KCNIP2
KCTD17
KDM2B
KIAA0226
KLF12
KLF16
KLHL21
LEPREL1
LGALSI
LIMAL1
LIPE
LMNA
LMO4
LOC100286844
LOC285780
LPGATI
LRRC34
LRRC8C
LTC4S
LY75
LY86

NDUFS2
NENF
NEU1
NFATS
NFATC3
NHEDC2
NMI
OSBPL5
P2RX6
PALM2-AKAP2
PAQRS
PARP10
PDXK
PEX14
PGRMC1
PHF11
PHLDALI
PKM2
PLAU
PLCL2
PPPIR16B
PPT2
PRKCB
PRKCH
PRNP
PRRTI
PTCH2
PTGER4
PYCARD
RABGAPIL
RAPGEF1
RARA
RARG
RASSF1
RASSF2
RECS
RHOQ
RINL
RODI

SKI ZSCAN12
SLC17A9
SLC25A39
SLC27A3
SLC2A3
SLC43A3
SLC44A4
SLCOA4C1
SLFN11
SNEDI1
SNX21
SP1
SPATA6
SPG20
SPRED3
SRCIN1
SRGAP3
SRPK2
STK10
STK24
SVIL
SYNGAP1
TBC1D1
TCTEX1D4
TJP2
TMEMI106A
TMEM173
TMEM97
TMLHE
TNRC6B
TPM4
TRAPPC3
TSPANS
TXLNB
TXNRD1
UBA7
ULBP2
USP14
USP44
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C3orf26 GATA3 LYSMD4 RPL22 VAMP2
C3orf62 GPRASPI MAGIX RPTOR VAVI
C4orf49 GPSM3 MAML2 S100A6 VSIGI0L
C7orfdl GSTP1 MFGES SEMA6C WDRI
CAMKK?2 HAPLN3 MGC16703 SEPT9 WIPF1
CAMTA2 HCG4 MIR320C1 SERPINBI XYLT2
CAPZB HCG4P6 MIR548G SERPINBY YTHDF2
CCM2 HERC5 MMGT]1 SERPINHI ZC3HAVI1
CCND2 HISTIHIA MSN SERTAD2 ZHX1
CCNI2 HISTIH2BI MX1 SGK1 ZMYNDI0
CD44 HISTIH2BK ~ MYOI5B SGMS1 ZNF48
CDKNIB HISTIH3G NBR1 SH3BP2 ZNF673
CHCHD6 HISTIH3J NCKAPSL SH3PXD2A ZNF808
Ek-6B. metilasyon durumu hipometile olan genler
HIPOMETILE OLAN GENLER
AFMID CNP HIPK2 PHAX SYNGR2 YIPF4
AGFG1 COX6C HMGCL PHF14 SYNJ2 ZNF511
APBBIIP CTBPI IFT140 PHOSPHO2 TK1
ATGI6L1 CTSC IMMP2L POLR2D TMBIM4
ATMIN DPMI KLHL23 POLR3H TMEMS5
ATP2B4 DUSIL LITAF PPP2CB TMEMSA
ATP6VOA2 DUSP1 LOC401431 PYROXDI TNRC6B
ATP6VOE2 E2F6 LRRC45 RAC3 TRIM68
BODI EEF2 LUCT7L3 RNUS6 TTC38
C190rf39 ELL3 MAP4K4 RPL3 TUBGCP2
C201f77 EXOC6 MELK RPS10 UBAI
C3orf67 FAMI173B MMADHC RPS15 UNKL
C6orf170 FAM193B MOCS3 SAPI18 UTP23
CALM2 FKBP5 NHLRCI SEPHS2 WARS2
CC2DIB FYN NINJ2 SLMO2 WBP2NL
CCT5 GPR160 NUP43 SNORD37 WDR37
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OZGECMIS

KiSISEL BILGILER

Isim: Melis TUNCER
Uyrugu: Tiirkiye Cumhuriyeti

Ehliyet: B

IS TECRUBELERI

Istanbul Medeniyet Universitesi (2021) - yiiksek lisans

Meta analiz yaklagimlarla prostat kanserinde ileride tani ve teshisine yardimci
olacak biyobelirtecleri belirlenmesi ve bulunan hedeflerin validasyonunu
gerceklestirilmesi. Egitimim boyunca hiicre kiiltiirii, cDNA olusumu, es
zamanl PZR ve RNA izolasyonu tecriibeleri edindim. NCBI (GEO dataset,
pubmed), DAVID, cytoscape, Galaxy kullammma hakimim. Istatistiksel

analizler i¢in excel ve SPSS programlarini kullantyorum.
Gebze Teknik Universitesi (2017) - stajyer

Molekiiler genetik laboratuvarinda ileride meme kanserinde tedavi
olusturabilecek proteinin saflastirilmasinda ve testlerinde katkida bulundum.
Bu siire¢ boyunca bacteria expression, SDS-page, PCR tecriibelerini edindim.
Affinity tagli proteinin saflagtirilmasini ve affinity chromatography cihazin

deneyimledim.
Canakkale 18 Mart Universitesi (2017)

Affinity tag’li protein saflagtirllmasi ile ilgili review yaymina katkida

bulundum.
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OGRENIM DURUMU

Istanbul Medeniyet Universitesi (2019-2021) - Biyoloji Veri Bilimi Tezli Yiiksek

lisans

Canakkale 18 Mart Universitesi (2013-2018) - Molekiiler Biyoloji ve Genetik %100

ingilizce - Lisans
Semiha Sakir Anadolu Lisesi (2009-2013)

YABANCI DIiL VE DUZEYI

Ingilizce iyi diizeyde

BILGISAYAR BECERILERI

NCBI (GEO veri tabani, pubmed), DAVID, cytoscape, Galaxy kullanimina hakimim.
[statistiksel analizler igin excel ve SPSS programlarini kullantyorum. R programlama-

baslangi¢, Python-baglangic

KURS VE SERTIFIKALAR

Genetics and Next Generation Sequencing for Bioinformatics (Udemy course) -2021
R egitimi (Bioinfoconference ¢alistay1) -2021

Biyoinformatige Giris, Genom Dizileme ve Yeni Nesil Dizileme Egitimi (Uygulamali)

Cevrimigi egitim (Eres Biyoteknoloji) -2021
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