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Onsoz

Biyoloji lisans donemim boyunca ilgimi ¢eken biyoinformatik alani, yiiksek lisans
hayatima saglik biyoinformatiginde devam etmemi saglamistir. In vivo biyolojik
caligmalarin yani sira, biyoinformatik ara¢larin kullaniminin biiytik bir 6nem tagidigim
ve bu alanin diinya ¢apinda ¢ok dnemli bir yerinin oldugu inancindayim. Bu yiizden in

vivo ¢aligsmalar haricinde, in silico biyoinformatik ¢alismalarma vurgu yapmak isterim.

Bu aragtirmamda, PUF60’1n biyolojik islevinin ve kanserdeki roliiniin biyoinformatik
araclar ve yontemler ile ayrintili olarak incelenmesi olmustur. Calismami
biyoinformatik araclar ve yontemlerine dayandirarak, ¢esitli kanser tiirlerinin molekiiler
temellerinin anlagilmasini saglamak, yeni kanser tedavi yontemlerinin ve

yaklagimlarinin gelismesine katki saglamak ilk hedefim olmustur.

PUF60’1n yapisini ve fonksiyonunu detayli bir sekilde incelemis olup, protein-protein
etkilesimlerinin anlasilmasin1 ve gen ekspresyonunu inceleyerek bulmus oldugum
bilgileri bilim diinyasina sunmak temel amacim olmustur. Bir diger agidan ise ¢esitli
kanser tiirlerindeki roliiniin derinlemesine inceleyerek kansere biyoinformatik
acisindan farkli bir yaklasimda bulunarak biyoinformatigin 6nemini vurgulayarak, bu

alandaki calismalarin ilerlemesine yardimci olmasini diliyorum.

Tez galismami, 12-14 Eyliil 2024 tarihlerinde Izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisii’nde
(IYTE) gerceklestirilecek olan Molekiiler Biyoloji Dernegi’nin 9. Uluslararast

Kongresi’nde poster olarak sunmanin heyecanini ve gururunu yasamaktayim.

Saygilarimla,

[zmir, 08.09.2024 Irem BRENNAN



Ozet

Insan PUF60’1n Biyoinformatik Araclarin Kullanimiyla ileri Analizi

Arka Plan/Amac: Alternatif eklenme (a-EJ), insan genlerinin yaklasik %95'inde
meydana gelir ve hastalik gelisiminde kritik bir rol oynayabilir; 6rnegin, kanser
hiicrelerinin ¢ogalmasi, istilasi, go¢ii ve apoptozunu dogrudan etkileyebilir. Yakin
zamanda, pre-mRNA eklenmesi ve transkripsiyonel diizenlemede 6énemli rolleri olan
PU60 adl1 bir proteini, genom ¢apinda CRISPR-Cas9 tabanli genetik tarama yontemi
ile, kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri CR-Calul hiicrelerinde sisplatin direncini
indiikleyen aday gen olarak tanimladik. Bu ¢alismanin amaci, bunedenle, PUF60'1 daha
detayl1 analiz etmek ve biyoenformatik yontemlerle kanser biyolojisindeki ek rollerini

belirlemektir.

Materyal ve Yontem: Analizler, UniProt, cBioportal, TCGA, NCBI, PDB, BLAST,
CLUSTAL Omega, String ve Gepia gibi ¢esitli biyoenformatik araglar ve veritabanlari
kullanilarak gergeklestirildi. Kanserle iliskili mutasyonlar ve fonksiyonlar analiz edildi.
Yiksek derecede korumayi gostermek i¢in homoloji modelleme ¢alismalart yapild.
Protein-protein etkilesim aglari, PUF60'in hiicresel siireclerdeki rollerine dair

destekleyici kanitlar saglamak i¢in kullanildi.

Sonuglar: PUF60'in anormal ekspresyonu ve mutasyonlar1 ¢esitli kanser tiirleri i¢in
ortaya ¢ikarildi. PUF60 asir1 ekspresyonu, kanser hiicrelerinin artan canliligi ve koloni
olusumu ile iliskilendirilmistir. Bazi PUF60 izoformlarinin, MYC ekspresyonunu
artirarak ve apoptoza karsi direnci artirarak tiimor progresyonunda rol oynadigi
bulundu. Homoloji modelleme ¢aligsmalari, PUF60'in yiiksek derecede korundugunu

ortaya koymustur.

Varilan Sonu¢: PUF60'in biyoenformatik analizleri, onun kanser biyolojisindeki
Oonemini vurgulamaktadir. Diger proteinlerle olan etkilesimlerini ve bunlarin hiicresel
stiregler tizerindeki etkilerini belirlemek gibi ileri fonksiyonel ¢alismalar, onun kanser
tedavisinde potansiyel yeni bir terapotik hedef olarak kullanilabilirligini ortaya

cikaracak ve destekleyecektir.

Anahtar Kelimeler: PUF60, Biyoinformatik, Kanser, Mutasyon, Protein Etkilesimleri.



Abstract

Further Analysis Of Human PUF60 Via Bioinformatic Tools

Background/Aim: Alternative splicing (a-EJ) occurs in ~95% of human genes and can
play a critical role in disease development; e.g. by directly affecting cell proliferation,
invasion, migration and apoptosis of cancer cells. We recently have identified PU60, a
protein with important roles in pre-mRNA splicing and transcriptional regulation, as
candidate gene for inducing cisplatin resistance in non-small cell lung cancer CR-Calul
cells by a genome-wide CRISPR-Cas9-based genetic screening method. The aim of this
study, therefore was to further analyse PUF60 and determine its additional roles in
cancer biology by means of bioinformatics.

Materials and Methods: Analyses were carried out with various bioinformatics tools
and databases such as UniProt, cBioportal, TCGA, NCBI, PDB, BLAST, CLUSTAL
Omega, String and Gepia. Cancer-related mutations and functions were analysed.
Homology modelling studies were performed to demonstrate high degree of
conservation. Protein-protein interaction networks were used to provide supporting
evidence for PUF60’s roles in cellular processes.

Results: Abnormal expression and mutations of PUF60 have been revealed for various
cancer types. PUF60 overexpression has been linked to increased viability and colony
formation of cancer cells. Some PUF60 isoforms were found to be involved in tumor
progression by conferring increased MYC expression and greater resistance to
apoptosis. Homology modelling studies revealed its high degree of conservation.
Conclusion: Bioinformatics analyses of PUF60 highlighted its importance in cancer
biology. Further functional studies, like determining its interactions with other proteins
and their effects on cellular processes, will reveal and support its potential as novel

therapeutic target in cancer treatment.

Keywords: PUF60, Bioinformatics, Cancer, Mutation, Protein Interactions.
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1. Giris

1.1. Arastirmanin Problemi

Kanser, diinya genelinde yiiksek mortalite ve morbidite oranlarina sahip karmasik bir
hastaliktir. Bu karmasiklik, kanserin molekiiler biyolojisinin heniiz tam olarak
anlagilamamis  olmasindan  kaynaklanmaktadir.  Alternatif  ug¢-birlestirme
mekanizmalari, kanser hiicrelerinin proliferasyon, apoptozis, invazyon ve hiicre gocii
gibi temel biyolojik siireglerde Onemli bir rol oynar. Bu mekanizmalarmn
diizensizlikleri, kanser gelisimi ve ilerlemesindekritik bir rol oynar (Smithetal., 2001;
Johnson & Roberts, 2003).

PUF60 proteini, pre-mRNA ug birlestirme ve transkripsiyonel diizenleme gibi ¢esitli
niikleer islemlerde rol oynayan bir proteindir. PUF60'in, U2AF 2 proteini ile yapisal ve
fonksiyonel homolojisi bulunmaktadir ve bu homoloji, kanser biyolojisi a¢isindan
onemli olabilir. Ancak, PUF60'in U2AF?2 ile olan yapisal, fonksiyonel ve molekiiler
homolojisinin ve bu proteinin ¢esitli kanser tiirlerinde ve dokulardaki ifadesinin tam
olarak anlasilmasi, kanser mekanizmalarinin daha iyi anlasilmasini saglayabilir ve
yeni terapotik hedeflerin belirlenmesine katkida bulunabilir (Brown et al., 2005; Lee
et al., 2006).

Bu tez ¢aligsmasinda ele alinacak problem, PUF60 proteininin U2AF2 proteini ile olan
yapisal, fonksiyonel ve molekiiler homolojisinin biyoinformatik araglar kullanilarak
saptanmas1t ve PUF60'1n ¢esitli kanser tiirlerinde ve dokulardaki ifadesinin
belirlenmesi ile kanser gelisim mekanizmasindaki roliiniin ortaya konulmasidir. Bu
problem, PUF60"1n kanser biyolojisindeki roliinii ve potansiyel terapotik hedef olarak

degerlendirilmesini saglamay1 amaglamaktadir.



1.2. Arastirmanin Sorusu

PUFG60 proteininin U2AF2 proteini ile yapisal, fonksiyonel ve molekiiler diizeydeki
homolojisinin biyoinformatik araclar kullanilarak nasil saptanabilecegi ve PUF60'in
cesitli kanser tiirlerinde ve dokulardaki ifadesinin nasil belirlenecegi sorulmaktadir.
Bu baglamda, asagidaki alt sorular da ele alinacaktir:
-PUF60 ve U2AF2 proteinlerinin yapisal ve fonksiyonel benzerlikleri nelerdir?
-PUF60 proteininin hangi kanser tiirleri ve dokularinda anormal sekilde ifade
edildigi belirlenebilir mi?
-PUF60'!n gen ekspresyon seviyeleri kanser ve normal dokularda nasil
karsilastirilabilir?
-PUF60 ve U2AF2 proteinleri arasindaki etkilesimler, hiicresel fonksiyonlar

acisindan ne tiir sonuglar dogurur?

1.3. Arastirmanin Hipotezleri

Yapisal ve fonksiyonel homoloji agisindan PUF60 proteini ile U2AF2 proteini
arasinda 6nemli yapisal ve fonksiyonel benzerlikler bulunmaktadir. Bu iki protein,
RNA baglama ve splicing siireglerinde kritik roller oynadiklari ig¢in, yapisal ve
fonksiyonel homolojileri, bu siireclerin mekanizmalarin1 daha iyi anlamamiza
yardimci olabilir. Biyoinformatik araglar kullanilarak yapilan yapisal analizler, PUF60
ve U2AF2 proteinlerinin belirli ortak motiflere ve benzer 3-boyutlu yap1 6zelliklerine
sahip oldugunu gosterecektir. Bulunan ortak motiflerin RNA baglama bolgeleri ve
splicing ile ilgili diger fonksiyonel alanlar1 igermesi beklenilmektedir. Ayrica, ilgili
proteinlerin benzer fonksiyonel roller oynadiklari ve hiicresel siireglerde yine benzer
gorevler tstlendikleri ortaya konulabilecektir.

Kanserde PUFG60 ve U2AF2 genlerinin ekspresyonlar gesitli kanser tiirlerinde ve
normal dokularda farklilik gostermektedir. Bu farkliliklar, ilgili proteinlerin kanser
gelisimi ve progresyonunda rol oynayan mekanizmalarin anlasilmasinda énemli
ipuclar1 saglayabilir. Veri tabanlar1 ve biyoinformatik analiz araclar1 kullanilarak
yapilan gen ifade analizleri, PUF60 ve U2AF2’nin belirli kanser tiirlerinde yiiksek
diizeyde ifade edildigini ve normal dokulara gore farklilik gdsterdigini ortaya
koyacaktir. Ozellikle, belirli kanser tiirlerinde asir1 ifade edilmeleri, potansiyel

biyobelirteg olarak kullanilabilirliklerini gosterecektir.



1.4. Arastirmanin Varsayimlari

Calismada kullanilan NCBI, Uniprot, Ensemble, TCGA vb. gibi biyoinformatik veri
tabanlarinin; gen ve protein dizileri, yapisal bilgiler, ifade diizeyleri ve veri setleri
acisindan giivenilir ve dogrulanmis verileri sunduklari kabul edilmektedir. Yaygin
olarak kullanilan bu biyoinformatik araglarin sunduklar1 verilerin dogruluk ve
giivenirlikleri, literatiirlerdeki ¢ok sayidaki c¢alismayla da kanitlanmistir. Gen ve
proteindizileri insandan insana yiiksek derecede korunarak aktarilmaktadir; bu da, gen
ve proteinlerin fonksiyonel ve yapisal 6zelliklerininin karsilastirilmasi agisindan
biiyiik bir avantaj saglamaktadir. Kanser ¢alismalarinda temel olarak kullanilan ve
genis bir érneklem grubuna sahip olan Kanser Genom Atlasi (The Cancer Genome
Atlas; TCGA) gibi veri tabanlari, kanser biyolojisi ve tedavi stratejileri agisindan
onemli bilgiler sunmaktadir. Bu sayede, saglikli ve kanserli dokulardaki gen ve protein
ifadeleri arasindaki farkliliklar, ¢esitli degiskenler ile ortaya dogru ve giivenilir bir

sekilde konulabilir.

1.5. Arastirmanin Simirhihiklar:

Calisma biyoinformatik tabanli oldugu i¢in, kullanilan veri tabanlarinin giincel ve
eksiksiz olmasi gerekmektedir. Gen ifade veri tabanlar1 her ne kadar genis kapsaml
olsa da, belirli kanser tiirleri i¢in tam anlamiyla yeteri kadar veri, saglikli ve kanser
dokularin 6rneklemleri arasinda gen ifade diizeylerindeki farkliliklar1 degerlendirmek
icin yeterli sayida ve ¢esitlilikte 6rnek bulunmamaktadir. Nadir ve spesifik kanser
tiirleri icin yeterli veri saglanamamaktadir. Biyoinformatik olarak gerceklestirilmis
olan analizlerin in vivo olarak da onaylanmasi gerekmektedir. Elde edilen sonuglarin

biyolojik sistemlerde denenememesi arastirmanin sinirliliklar1 arasindadir.



1.6. Arastirmanin Amaci

PUF60 geni iizerinde bir¢ok ¢alisma mevcuttur; ancak, bu ¢alismalar genellikle in
vivo olarak gerceklestirilmis olup, biyoinformatik alaninda daha az c¢alisma
bulunmaktadir. Biyoinformatik araglar ve ¢esitli web tabanlar1 kullanilarak ayrintili ve
genis kapsamda arastirma yapilmasi hedeflenmektedir. Bu siirecte hem ilgili konu
arastiritlmis olacak hem de biyoinformatik alaninda kullanilan programlar ve web
tabanlarina deginilmis olacaktir.

Ozellikle PUF60’1n hedef gen olarak secilmesi, Ege Universitesi Tibbi Biyoloji
Anabilim Dali’nda akciger kanseri hiicre serileriyle gergeklestirilen bir doktora
tezinde, cisplatin direncinde 6nemli ve kanser hiicrelerinin bagimli oldugu 6nemli bir
aday gen olarak tanimlanmis olmasindan kaynaklanmaktadir. In vivo olarak
yiriitilmiis olan bu c¢alismanin, in silico yiritilecek olan ileri analizlerle

desteklenmesi hedeflenmistir.



2. Genel Bilgiler

2.1. MRNA Ug Birlestirme Mekanizmasi

Gen ekspresyonunda, mRNA u¢ birlestirme Onciili mRNA transkriptlerinden
intronlarin ¢ikarilmasi ve ekzonlarin ligasyonunu i¢eren bir mekanizmadir. Bu islem,
spliceozom (spliceosome) olarak bilinen bir protein ve RNA kompleksi tarafindan
desteklenir. Spliceozom, intron ve ekzonlar1 dogru bir sekilde ¢ikarmak igin 5'
birlesme bolgesi, dallanma noktasi ve 3' birlesme bolgesi dahil olmak tizere, intron-
ekzon sinirlarindaki spesifik dizi motiflerini tanir (Lee & Rio, 2015). Alternatif
birlestirme, tek bir genin potansiyel olarak farkli islevlere sahip birden fazla protein
izoformu tliretmesine olanak tanir ve bu sekilde proteomun karmasikligina katkida
bulunur (Black, 2003). Anormal ug¢ birlesmelerin, kanserde rol oynadigi ve timor
olusumunu tesvik eden protein varyantlarinin iiretilmesine yol agabilecegi
gosterilmistir. Birlesim faktorlerindeki mutasyonlar veya ekspresyon seviyelerindeki
degisiklikler, normal birlestirme modellerini bozabilir ve hiicre biiyiimesi, apoptozis
ve metastazda rol oynayan genlerin onkogenik izoformlarini iireterek, kanserin

ilerlemesine katkida bulunabilirler (Scotti & Swanson, 2016).

2.2. PUF60 Proteininin Yap1 ve Fonksiyonlar:

PUF60 geni, hiicre ¢ekirdegine lokalize olan ve pre-mRNA ug birlestirme, apoptozis
ile transkripsiyonun diizenlemesi gibi ¢esitli fonksiyonlar1 bulunan bir proteini
kodlamaktadir. 559 amino asitten olusmaktadir ve molekiiler agirligi da 59875 Dalton
(Da), yani ~60 kDa’dur (Liu, J,2000). RNA baglama motiflerine sahip olup, en temel
islevi de U2 kiiciik niikleer riboniikleoprotein (small nuclear ribonucleoproteins;
SsnRNP) kompleksiyle etkilesime girerek pre-mRNA'nin dogru bir sekilde islenmesine
katki saglamaktir (Smith, 2010). Sahip oldugu RNA baglama motifleri araciligtyla
pre-mRNA'nin 5' ve 3' uglarinin birlestirilmesi asamasinda almis oldugu aktif rol
sayesinde, dogru proteinlerin sentezlenmesini saglamaktadir (Doe, 2012). PUF60,
prolince zengin bir bolge ve iki tane de RNA tanima motifi (RNA recognition motif;
RRM) i¢ermektedir. RRM'ler, RNA'ya spesifik olarak baglanirlar ve pre-mRNA'daki
ug birlestirmenin dogru bir sekilde yapilmasina yardimci olurlar. Prolince zengin bolge

ise protein-protein etkilesimlerini kolaylastirarak, bu sekilde niikleer mekanizmalara
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dahil olabilmektedir. (Jones & Brown, 2015). PUF60, U2 yardimci faktoriiniin bir alt
birimi olan U2AF2 proteini ile yapisal ve fonksiyonel benzerlikler gostermektedir.
U2AF2, ug¢ birlestirme silirecinde PUF60 ile ortak c¢alisarak splicing etkinligini
artirmaktadir. (Jones & Brown, 2015).

2.3. PUF60 ve Alternatif Splicing

Alternatif splicing, bir genin ¢esitli mRNA izoformlarinin olusturmasina olanak
saglayan mekanizmadir. Olusan izoformlar hiicrelerde farkli fonksiyonlar:1 yerine
getirirler ve bu sekilde hiicre islevselliginin gesitliliginde 6nemlidirler (Lee & Kim,
2019). Protein izoform g¢esitliligi; hiicre tipine, gelisim asamasina ve ¢evresel
faktorlere bagl olarak artis gosterebilmektedir. PUFG0 bu siirecte aktif olarak rol
aldigindan, fonksiyonel olarak protein ¢esitliliginin ve fonksiyonlarinin arttirilmasima
katki saglamaktadir (Garcia & Lopez, 2020). PUF60’1n, U2AF2 basta olmak iizere,
diger splicing faktorleri ile etkilesime girmesi, ug birlestirmenin hangi bolgelerde ve
nasil yapilacagini belirlemektedir ve bu yolla gen ekspresyonunun diizenlenmesini

saglamaktadir. (Lee & Kim, 2019).

2.4. U2AF2 Proteininin Yap1 ve Fonksiyonlari

U2 yardimci faktor 2 ya da U2AF65 olarak da bilinen U2AF2, 6karyotik hiicrelerde
oncii haberci RNA'nin (pre-mRNA) islenmesinde kritik bir rol oynayan proteindir.
Intronlarin 3' birlesme bélgesinin yakininda bulunan polipirimidin yoluna baglanarak
islev géormektedir; boylece, spliceozom kompleksinin toplanmasini kolaylastirmakta
ve birlesme bolgelerinin taninmasmi desteklemektedir (Berglund ve digerleri, 1997).
U2AF2, fonksiyonel mRNA transkriptlerinin iiretimii¢in gerekli bir siire¢ olan mRNA
oncesi birlestirmenin verimliligini ve dogrulugunu belirlemede ¢ok 6nemli bir rol
oynamaktadir.

Kanser biyolojisi baglaminda, U2AF2 ekspresyon ve fonksiyonundaki diizensizlikler,
kanser gelisimi ve ilerlemesinin ¢esitli asamalarinda rol oynamaktadir. Meme kanseri,
akciger kanseri ve kolorektal kanseri de dahil olmak tizere, gesitli kanser tiirlerinde
yiiksek U2AF2 ekspresyon seviyeleri gozlemlenmektedir (Corsini ve digerleri, 2009;
Shkreta ve Chabot, 2015).

Ayrica U2AF2'nin, kanser hiicresinin hayatta kalmasi ve apoptozise karsi direncini

destekleyen alternatifbirlestirme olaylarinaaracilik etmede rol oynadigi gdsterilmistir.
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U2AF2'nin diger birlestirme faktorleri ve RNA baglama proteinleri ile etkilesimi,
apoptozisin diizenlemesinde yer alan genlerin birlestirme modellerini etkileyebil mekte
ve bu sekilde olumsuz kosullar altinda kanser hiicresinin hayatta kalmasim

destekleyebilmektedir (Corsini ve digerleri, 2009).



3. Gerec¢ ve Yontem

3.1. Calisma Tasarimi ve Ayarlari

In siliko ve retrospektif 6zellikteki bu ¢alismada, PUF60 proteinin kanser gelisim
mekanizmalarindaki onemi ortaya koymak amaciyla, ¢esitli biyoinformatik araglar ve
veri tabanlar1 kullanilarak;, PUF60 ve U2AF2 proteinleri arasindaki yapisal,

fonksiyonel ve molekiiler diizeydeki homolojisi incelenmistir.

3.2. Calisma Popiilasyonu ve Orneklem
Arastirmada kullanilan veriler, TCGA (The Cancer Genome Atlas) gen ifade veri
tabanlarindan elde edilmistir. Cesitli kanser tiirlerinden elde edilen Ornekler

kullanilarak analizler gerceklestirilmistir. Calismada kullanilan datasetler sunlardir:

= TCGA Pan-Cancer Atlas: https://gdc.cancer.gov/about-
data/publications/pancanatlas

= cBioPortal: https://www.cbioportal.org/

=  GEPIA: http://gepia.cancer-pku.cn/

= TNMplot: https://tnmplot.com/analysis/

TCGA Pan-Cancer Atlas gen ifade veri tabanindan toplamda 10,967 6rnek olmak
iizere PUF60 ve U2AF2 i¢in asagida belirtilmis olan her bir kanser tiirtinde farkl

sayilarda olan 10,967 6rnek ve 10,953 hasta verileri ele alinmistir.

* Akciger Adenokarsinomu (LUAD): 585 6rnek

» Akciger Skuaméz Hiicreli Karsinomu (LUSC): 551 6rnek
= Glioblastoma Multiforme (GBM): 617 6rnek

» Diisiik Dereceli Glioma (LGG): 530 6rnek

» Korpus Uterin Endometriyal Karsinomu (UCEC): 560 6rnek
= Mide Adenokarsinomu (STAD): 443 6rnek

= Kolorektal Adenokarsinomu (COAD): 533 6rnek

» Cilt Kutan6z Melanom (SKCM): 470 6rnek

» Mesane Urotelyal Karsinomu (BLCA): 412 6rnek

= Ovaryum Seroz Kistadenokarsinomu (OV): 606 6rnek

= Sarkom (SARC): 261 6rnek

= Beyin Alt Tipi (PAAD): 185 6rnek


https://www.cbioportal.org/
https://tnmplot.com/analysis/

= Bobrek Kromofob (KICH): 66 6rnek

» Bobrek Renal Clear Cell (KIRC): 607 6rnek

» Bobrek Renal Papiller Cell (KIRP): 290 6rnek

= Rahim Korpus Endometrial (UCEC): 248 6rnek
= Kolorektal (COADREAD): 478 6rnek

= Servikal (CESC): 300 6rnek

= Kolon (COAD): 514 6rnek

» Endometrial (UCEC): 548 6rnek

= Mide (STAD): 438 6rnek

» Karaciger (LIHC): 377 6rnek

» Akciger Adenokarsinom (LUAD): 515 6rnek

» Akciger Skuamoéz Hiicreli Karsinom (LUSC): 475 6rnek
=  Over (OV): 561 6rnek

= Pankreas (PAAD): 185 6rnek

= Prostat (PRAD): 498 6rnek

= Rektum (READ): 159 6rnek

= Cilt (SKCM): 471 6rnek

= Mide Adenokarsinom (STAD): 439 6rnek

» Troid (THCA): 505 6rnek

= Rahim Korpus Endometrial (UCEC): 545 6rnek
= Servikal Squamous Cell (CESC): 306 6rnek

» Testis (TGCT): 150 6rnek

= Mesane (BLCA): 405 6rnek

3.3. Veri Toplama Yontemleri

3.3.1. Gen ve Protein Dizileri

Ilgili gen ve protein dizileri, asagidaki veri tabanlarindan saptanmistir:

= NCBI: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/

= UniProt: https://www.uniprot.org/

= Ensembl: https://www.ensembl.org/index.html
= GeneCards: https://www.genecards.org/

= UCSC Genome Browser: https://genome.ucsc.edu/


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.uniprot.org/
https://www.genecards.org/

3.3.2. Dizilim Analizleri
BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), UniProt
(https://www.uniprot.org/) ve CLUSTAL 0) (1.2.4)
(http://www.clustal.org/omega/) multiple sequence alignment araglar
kullanilarak dizilim analizleri yapilmis ve PUF60 ile U2AF2 proteinleri

arasindaki benzerlikler belirlenmistir.

3.3.3. Kanser Arastirmalari
PUF60 ve U2AF2 gen ifadeleri, TCGA veri tabanlar1 kullanilarak ¢esitli kanser
tirlerinde ve normal dokularda analiz edilmistir.  cBioPortal
(https://www.cbioportal.org/) ve GISTIC
(https://cloud.genepattern.org/gp/pages/index.jsf) kullanilarak varyasyonlar
tespit edilmisti. GEPIA  (http://gepia.cancer-pku.cn/) ve TNMplot
(https://tnmplot.com/analysis/) araclar1 kullanilarak gen ifadeleri istatistiksel

olarak analiz edilmis ve gorsellestirilmistir.

3.4. Biyoenformatik Analizler

3.4.1. 3 Boyutlu Yapisal Modelleme
Proteinlerin ti¢ boyutlu yapilari, PDB (https://www.rcsb.org/) veritabanindan
alinarak NMR, Alphafold (https://alphafold.ebi.ac.uk/) ve X-ray kristalografisi
verileri kullanilarak belirlenmistir. Chimera
(https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/) ve ChimeraX
(https://www.cgl.ucsf.edu/chimerax/) yazilimlar1 kullanilarak 3 boyutlu

gorsellestirmeler yapilmistir.

3.4.2. Mutasyon ve Gen ifade Analizleri
Mutasyon analizleri i¢in cBioPortal (https://www.cbioportal.org/), gen ifade

analizleri i¢cin GEPIA (http://gepia.cancer-pku.cn/) kullaniimaistir.

3.4.3. Protein-Protein Etkilesim Analizleri
STRING veritaban1 (https://string-db.org/) kullanilarak protein-protein

etkilesimleri analiz edilmis ve etkilesim puanlar1 hesaplanmistir
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4. Bulgular
4.1. Puf60 Proteinin Tanimlanmasi

PUF60 proteinin UniProtKB erisim kodu Q9UHX’dir ve alternatif splicing ile
olusmus, kodlar1 QQUHX1-6 olan 6 tane farkli izoformu mevcuttur (Tablo 1). Buna
gore CLUSTAL O(1.2.4) multiple sequence alignment ile dizi hizalamasi yapilmis
olup yiizdelik benzerlik matriksi elde edilmistir (Tablo 2). Tablo 3’te hizalanmig
protein dizileri gosterilmektedir; QOUHX-1 kanonik dizi olarak secilmistir.

Tablo 1 PUF60 Protein izoform Dizileri

>sp|QIUHX1-1|PUF60_HUMAN Isoform 1 of Poly(U)-binding-splicing factor
PUF600S=HomosapiensOX=9606GN=PUF60
MATATIALQVNGQQGGGSEPAAAAAVVAAGDKWKPPQGTDSIKMENGQSTAAKLGLPPLT
PEQQEALQKAKKYAMEQSIKSVLVKQTIAHQQQQLTNLQMAAVTMGFGDPLSPLQSMAAQ
RQRALAIMCRVYVGSIYYELGEDTIRQAFAPFGPIKSIDMSWDSVTMKHKGFAFVEYEVPEA
AQLALEQMNSVMLGGRNIKVGRPSNIGQAQPIIDQLAEEARAFNRIYVASVHQDLSDDDIKSV
FEAFGKIKSCTLARDPTTGKHKGYGFIEYEKAQSSQDAVSSMNLFDLGGQYLRVGKAVTPPM
PLLTPATPGGLPPAAAVAAAAATAKITAQEAVAGAAVLGTLGTPGLVSPALTL
AQPLGTLPQAVMAAQAPGVITGVTPARPPIPVTIPSVGVVNPILASPPTLGLLEPKKEKEEEELF
PESERPEMLSEQEHMSISGSSARHMVMQKLLRKQESTVMVLRNMVDPKDIDDDLEGEVTEE
CGKFGAVNRVIIYQEKQGEEEDAEIIVKIFVEFSIASETHKAIQALNGRWFAGRKVVAEVYDQ
ERFDNSDLSA

>sp|QIUHX1-2|PUF60_HUMAN Isoform 2 of Poly(U)-binding-splicing factor
PUF600S=HomosapiensOX=9606GN=PUF60
MATATIALQVNGQQGGGSEPAAAAAVVAAGDKWKPPQGTDSIKMENGQSTAAKLGLPPLT
PEQQEALQKAKKYAMEQSIKSVLVKQTIAHQQQQLTNLQMAAQRQRALAIMCRVYVGSIYY
ELGEDTIRQAFAPFGPIKSIDMSWDSVTMKHKGFAFVEYEVPEAAQLALEQMNSVMLGGRNI
KVGRPSNIGQAQPIIDQLAEEARAFNRIYVASVHQDLSDDDIKSVFEAFGKIKSCTLARDPTTG
KHKGYGFIEYEKAQSSQDAVSSMNLFDLGGQYLRVGKAVTPPMPLLTPATPGGLPPAAAVA
AAAATAKITAQEAVAGAAVLGTLGTPGLVSPALTLAQPLGTLPQAVMAAQAP
GVITGVTPARPPIPVTIPSVGVVNPILASPPTLGLLEPKKEKEEEEL FPESERPEMLSEQEHMSIS
GSSARHMVMQKLLRKQESTVMVLRNMVDPKDIDDDLEGEVTEECGKFGAVNRVIIYQEKQ
GEEEDAEIIVKIFVEFSIASETHKAIQALNGRWFAGRKVVAEVYDQERFDNSDLSA
>sp|QIUHX1-3|IPUF60_HUMAN Isoform 3 of Poly(U)-binding-splicing factor
PUF600S=HomosapiensOX=9606GN=PUF60
MENGQSTAAKLGLPPLTPEQQEALQKAKKYAMEQSIKSVLVKQTIAHQQQQLTNLQMAAVT
MGFGDPLSPLQSMAAQRQRALAIMCRVYVGSIYYELGEDTIRQAFAPFGPIKSIDMSWDSVT
MKHKGFAFVEYEVPEAAQLALEQMNSVMLGGRNIKVGRPSNIGQAQPIIDQLAEEARAFNRI

11




YVASVHQDLSDDDIKSVFEAFGKIKSCTLARDPTTGKHKGYGFIEYEKAQSSQDAVSSMNLF
DLGGQYLRVGKAVTPPMPLLTPATPGGLPPAAAVAAAAATAKITAQEAVAGAAVLGTLGTP
GLVSPALTLAQPLGTLPQAVMAAQAPGVITGVTPARPPIPVTIPSVGVVNPILASPPTLGLLEPK
KEKEEEELFPESERPEMLSEQEHMSISGSSARHMVMQKLLRKQESTVMVLRNMVDPKDIDDD
LEGEVTEECGKFGAVNRVIIYQEKQGEEEDAEIIVKIFVEFSIASETHKAIQALNGRWFAGRKY
VAEVYDQERFDNSDLSA

>sp|QIUHX1-4|PUF60_HUMAN Isoform 4 of Poly(U)-binding-splicing factor
PUF600S=HomosapiensOX=9606GN=PUF60
MENGQSTAAKLGLPPLTPEQQEALQKAKKYAMEQSIKSVLVKQTIAHQQQQLTNLQMAAQR
QRALAIMCRVYVGSIYYELGEDTIRQAFAPFGPIKSIDMSWDSVTMKHKGFAFVEYEVPEAA
QLALEQMNSVMLGGRNIKVGRPSNIGQAQPIIDQLAEEARAFNRIYVASVHQDLSDDDIKSVF
EAFGKIKSCTLARDPTTGKHKGYGFIEYEKAQSSQDAVSSMNLFDLGGQYLRVG
KAVTPPMPLLTPATPGGLPPAAAVAAAAATAKITAQEAVAGAAVLGTLGTPGLVSPALTLAQ
PLGTLPQAVMAAQAPGVITGVTPARPPIPVTIPSVGVVNPILASPPTLGLLEPKKEKEEEELFPE
SERPEMLSEQEHMSISGSSARHMVMQKLLRKQESTVMVLRNMVDPKDIDDDLEGEVTEECG
KFGAVNRVIIYQEKQGEEEDAEIIVKIFVEFSIASETHKAIQALNGRWFAGRKVVAEVYDQER
FDNSDLSA >sp|Q9UHX1-5PUF60_HUMAN Isoform 5 of Poly(U)-binding-splicing factor
PUF600S=HomosapiensOX=9606GN=PUF60
MATATIALGTDSIKMENGQSTAAKLGLPPLTPEQQEALQKAKKYAMEQSIKSVLVKQTIAHQ
QQQLTNLQMAAVTMGFGDPLSPLQSMAAQRQRALAIMCRVYVGSIYYELGEDTIRQAFAPF
GPIKSIDMSWDSVTMKHKGFAFVEYEVPEAAQLALEQMNSVMLGGRNIKVGRPSNIGQAQPI
IDQLAEEARAFNRIYVASVHQDLSDDDIKSVFEAFGKIKSCTLARDPTTGKHKGYGFIEY EKA
QSSQDAVSSMNLFDLGGQYLRVGKAVTPPMPLLTPATPGGLPPAAAVAAAAATAKITAQEA
VAGAAVLGTLGTPGLVSPALTLAQPLGTLPQAVMAAQAPGVITGVTPARPP
IPVTIPSVGVVNPILASPPTLGLLEPKKEKEEEELFPESERPEMLSEQEHMSISGSSARHMVMQK
LLRKQESTVMVLRNMVDPKDIDDDLEGEVTEECGKFGAVNRVIIYQEKQGEEEDAEIIVKIFV
EFSIASETHKAIQALNGRWFAGRKVVAEVYDQERFDNSDLSA
>sp|QIUHX1-6|PUF60_HUMAN Isoform 6 of Poly(U)-binding-splicing factor
PUF600S=HomosapiensOX=9606GN=PUF60
MATATIALGTDSIKMENGQSTAAKLGLPPLTPEQQEALQKAKKYAMEQSIKSVLVKQTIAHQ
QQQLTNLQMAAQRQRALAIMCRVYVGSIYYELGEDTIRQAFAPFGPIKSIDMSWDSVTMKH
KGFAFVEYEVPEAAQLALEQMNSVMLGGRNIKVGRPSNIGQAQPIIDQLAEEARAFNRIYVAS
VHQDLSDDDIKSVFEAFGKIKSCTLARDPTTGKHKGYGFIEYEKAQSSQDAVSSMNLFDLGG
QYLRVGKAVTPPMPLLTPATPGGLPPAAAVAAAAATAKITAQEAVAGAAVLGTLGTPGLVS
PALTLAQPLGTLPQAVMAAQAPGVITGVTPARPPIPVTIPSVGVVNPILASPPTLGLLEPKKEK
EEEELFPESERPEMLSEQEHMSISGSSARHMVMQKLLRKQESTVMVLRNMVDPKDIDDDLEG
EVTEECGKFGAVNRVIIYQEKQGEEEDAEIIVKIFVEFSIASETH
KAIQALNGRWFAGRKVVAEVYDQERFDNSDLSA
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Tablo 2 Yiizdelik Benzerlik Matriksi (Clustal12.1)

sp|QOUHX1-
1 5|PUF60_HUMAN 100 | 9849 | 100 | 100 | 98.44 | 100
sp| Q9UHX1-
2 1|PUF60_HUMAN 98.49 | 100 | 100 | 98.44 | 100 | 100
3 selasurit: 100 | 1200 | 100 | 100 | 100 | 100
3|PUF60_HUMAN
sp|QOUHX1-
4 6|PUF60_HUMAN 100 | 98.44 | 100 | 100 | 98.44 | 100
sp|QOUHX1-
5 2|PUF60_HUMAN 98.44 | 100 | 100 | 98.44 | 100 | 100
6 splasuHXL- 100 | 1200 | 100 | 100 | 100 | 100
4|PUF60_HUMAN

Tablo 3 CLUSTALO(1.2.4) Coklu Dizi Hizalamasi
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sp|Q9UHX1-6 | PUF6E_HUMAN
sp|QIUHX1-2 | PUF6E_HUMAN
sp|Q9UHX1-4|PUF6E_HUMAN
sp|Q9UHX1-5 | PUF6E_HUMAN
sp|Q9UHX1 | PUF66_HUMAN
sp|Q9UHX1-3 | PUF68_HUMAN
consensus/106%
consensus/90%
consensus/86%

consensus/70%

sp|Q9UHX1-6 | PUFEG_HUMAN
sp|Q9UHX1-2 | PUF60_HUMAN
sp|Q9UHX1-4 | PUF6@_HUMAN
Sp|QIUHX-5 | PUF6G_HUMAN
sp| QOUHXA | PUF66_HUMAN
5p|QOUHX1-3 | PUF6B_HUMAN
consensus/106%
consensus/90%
consensus/80%
consensus/70%

sp|Q9UHX1-6 | PUF6E_HUMAN
sp|QOUHX1-2 [PUF6@_HUMAN
sp|Q9UHX1-4|PUF6E_HUMAN
sp|QIUHX1-5 | PUF6E_HUMAN
sp|QIUHX1 | PUF68_HUMAN
sp|Q9UHX1-3 | PUF6G_HUMAN
consensus/106%
consensus/90%
consensus/80%
consensus/70%

sp|QIUHX1-6 | PUF6E_HUMAN
sp|Q9UHX1-2 | PUF6B_HUMAN
sp|Q9UHX1-4 | PUF6G_HUMAN
sp|Q9UHX1-5 | PUF6G_HUMAN
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consensus/106%
consensus/90%
consensus/80%
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consensus/106%
consensus/90%
consensus/80%

consensus/70%
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4.2. PUF60 Yapisal Modelleri

PUF60 proteininin UniProtkKB QOUHX1 yapisal verileri incelendiginde, 15 deneysel
ve 1 tahmini yapisi bulunmaktadir. Bu yapilar, NMR, X-ray ve Alphafold gibi metotlar
kullanilarak elde edilmistir. Coziintirliikleri, pozisyonlari, kodlar1 ve zincir bilgileri

tablo 3'te sunulmaktadir.

PUF60 proteinin UniProt erisim kodu QOUHXdir. Alternatif splicingile olusmus ve
kodlar1 QQUHX1-6 olan 6 farkli izoformu mevcuttur (Tablo 1). Buna gére CLUSTAL
O(1.2.4) multiple sequence alignment ile dizi hizalama yapilmis olup yiizdelik
benzerlik matriksi elde edilmistir (Tablo 2). Tablo 3’te protein dizileri

gosterilmektedir; QQUHX-1 kanonik dizi olarak se¢ilmistir.

Tablo 4 PUF60'1n Homo sapiens i¢in yapisal bilgilerini ifade eder. UniProtKB

(QOUHX1)
Kaynak Kod Metot Cozintrlik Zincir Pozisyon
PDB 2DNY NMR - A 454-559
PDB 2KXF NMR - A 119-314
PDB 2KXH NMR - A 119-312
PDB 2QF] X-RAY 2.10A A/B 118-316
A/BI/C/D/E/FIG/H

PDB 3DXB X-RAY 220A 460-559
1.23A 443-559

PDB 3UE2 X-RAY A
443-559

PDB 3US5 X-RAY 1.38A A
250 A 118-316

PDB 3UWT X-RAY A

195 A A/B

PDB 5KVY X-RAY 118-316

15



PDB

PDB

PDB

PDB

PDB

Alpha-fold

SKW1 X-RAY
SKW6 X-RAY
SKWQ X-RAY
6LUR X-RAY
6SLO X-RAY

AF-Q9UHX1-F1

PREDICTED

2.10 A

191 A

2.80 A

2.00 A

1.94 A

A/B

A/B

A/B

A/BI/C/D/E/FIG/IH

A/BIC/D

118-316

118-316

118-316

460-559

460-559

1-559

4.3. Protein-Protein Etkilesim Aglar1 ve Fonksiyonel Zenginlestirme Analizi

STRING web araci kullanilarak PUF60 i¢in fonksiyonel protein birlesme aglan

taranmistir. Diisiik giiven araligi 0.15 (veya daha iyisi), orta gliven 0.4, yiiksek giiven

aralig1 0.7 ve en yiiksek giiven aralig1 0,9 olarak kabul edilmektedir. Gerekli minimum

etkilesim puani yliksek giiven araligi olan 0,700 olarak belirlenmis olup gosterilecek

maksimum etkilesimci sayisi en fazla 20 olarak belirlenmistir. PUF60’1n etkilesim

halde oldugu birincil proteinler ortaya konulmaktadir (Sekil 1). PUF60, U2AF2 ve

RBM17 ile homolojik benzerlik gosterirken diger etkilesimde bulundugu proteinler ile

homolojik benzerlige sahip olmadigi ortaya kon maktadir. U2AF2 ile géstermis oldu

homoloji skoru 0.594, ortak ifade edilme skoru 0.324 ve deneysel olarak belirlenmis

etkilesim skoru 0.109 olarak saptanmistir (Tablo 5).
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Sekil 1 Ag diigiimleri proteinleri temsil etmektedir. Her diigiim, tek bir gen lokusu tarafindan tiretilen tiim proteinleri
kapsamaktadir. PUF60 proteinin diger proteinleri ile olan etkilesimleri gosterilmektedir (String).

Bilinen Etkilesimler iki farkli alt kategoriye sahip siniflar olabilir. A¢cik Mavi Cizgi,
veri tabani kanitlarini iceren bir dizi arastirma makalesinden doldurulan ve diizenli
olarak giincellenen spesifik biyolojik bilgilerden olusan derlenmis veri tabanlari
araciligiyla bilinen etkilesimleri temsil etmektedir. Mor Cizginin, kimyasal
reaksiyonlara dahil edilen maddelerin belirli degerlerini veya 6zelliklerini elde etmek
icin ¢esitli deneysel yontemler kullanilarak gergeklestirilen Deneysel olarak belirlenen

bilinen etkilesimleri temsil ettigi gosterilmektedir.

Tahmini Etkilesimler 3 kategoride siniflandirilabilir. Yesil ¢izgi, ayn1 gen iizerinde
komsguluklarini temsil eder. Kirmizi Cizgi, bir Hibrit Gen olusturmak iizere birlesen
ve flizyonun kanitim1 gosteren Onceden iki ayri gen olarak tamimlanabilen gen

Flizyonlarin1 temsil etmektedir. Tahmin Edilen Etkilesimler'deki son alt kategori,
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Mavi ¢izgiyle temsil edilen Genlerin birlikte olusumudur ve belirli protienler arasinda

meydana gelebilecek belirli ortak olusumlarin 6ngériilebilirligini temsil etmektedir.

Sar1 ¢izgi metin belgelerinden bilgilerin otomatik olarak c¢ikarilmasi olarak

belirlenebilecek metin madenciligi kanitini temsil etmektedir.

Es ifadeyi temsil eden Siyah Cizgi, eszamanli etkiyi veya iki veya daha fazla geni

tanimlamaktadir ve mor ¢izgi ortak ata nedeniyle benzer bir yapiy1 paylasan proteinleri

gosteren protein homolojisini tanimlamaktadir.

Tablo 5 PUF60 ve etkilesime girmis oldugu proteinlerin kamit puanlar:

gosterilmektedir.
Kromozom Ortak | Deneysel
Protein ) tizerindeki | Gene | filogenetik | Homoloj | ifade olarak
1 Proteirg yakinliklar | fiizyonu| birliktelik [ edilmes | belirlenmi
1 i s etkilesim
PUF60 | SF3A2 0 0 0 0 0.163 0.815
PUF60 | SNRPB2 0 0 0 0 0.281 0.201
PUF60 | SNRPAL 0 0 0 0 0.278 0.217
PUF60 | SF3B3 0 0 0 0 0.139 0.694
PUF60 | U2AF2 0 0 0 0.594 0.324 0.109
PUF60 | SF3B1 0 0 0 0 0.250 0.714
PUF60 | SRSF11 0 0 0 0 0.217 0.292
PUF60 SF1 0 0 0 0 0.353 0.786
PUF60 | RBM17 0 0 0 0.597 0.250 0
PUF60 | U2SURP 0 0 0 0 0.186 0.792
PUF60 SAF;?,OB 0 0 0 0 0.261 0.114
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4.4. PUF60 ve U2AF2 etkilesimi ayrintili incelenmesi

Tablo kanit etkilifade edildigi iizere, PUF60 ve U2AF2 genlerinin kromozom
tizerindeki fiziksel yakinliklarina dair bir kanit bulunmamaktadir. Ayn1 kromozomal
bolgede yer almadigini ve komsu olmadiklar: tespit edilmistir. Bir gen flizyonu
olusturmayip, ortak olarak bulundugu genomlar arasinda bir bulunmamaktadir. Ortak
ifade kanit etkilesim puani1 0.324 olarak bulunmustur. Bu durumda belli kosullar
altinda veya belirli dokularda birlikte ifade edilebilecegi saptanmistir. Ancak bu iliski
cok giiclii degildir. Laboratuvar deneyleri ve biyokimyasal analizlerine dayanarak
0.786 yiiksek kanit etkilesim puaniyla iki proteinin etkilesimde bulunduguna dair
kanitlar mevcuttur. PubMed Anstracts’ta ve diger organizmalar arasinda varsayilan
homologlari ile bahsedilme orani diisiiktiir. Bu etkilesim puani her ne kadar diisiikte
olsa, genlerin evrimsel siirecte korunmus olacagi hakkinda bilgi sunmaktadir. Tim
kanit tiirleri ve puanlar1 ele alindiginda 0.0887 puan ile PUF60 ve U2AF2
proteinlerinin yiiksek diizeyde etkilesimde bulundu ve biyolojik agidan anlaml

olabilecegi bulgusuna varilmaktadir.

Tablo 6 PUF60 ve U2AF2’nin cesitli etkilesim tiirlerine gore degerlendirilmis
kanit puanlar: gosterilmektedir.

Etkilesim Tiirii Kanit Etkilesim Puani
Kromozom tizerindeki yakinliklari(komsuluk) 0
Gen Fiizyonu 0
Genomlar Arasinda Birlikte Olusum 0
Ortak Ifade 0.324
Deneysel/Biyokimyasal Veriler 0.786
Secilmis Veritabanlarindaki Iliski 0
Pubmed Abstracts'ta Ortak Bahsedilme 0.265
Diger organizmalardaki varsayillan homologlari ile birlikte
bahsedilmesi 0.049
Toplam kanit puant 0.887
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4.5. Kanser iliskisi

TCGA Pan Kanser Atlas1 Calismalar1 kullanilarak PUF60 i¢in kullanici taniml1 10967
ornek ve 10953 hasta, U2AF2 i¢in 10967 6rnek ve 10953 hasta olmak tizere veriler ele
alinmistir. Sekil 2°te cBioportal ile PUF60 ile ilgili kanser tipine gore ¢alisma verileri
ifade edilmektedir. Y ekseni degisme sikligini, X ekseni ise alfabetik olarak siralanmig
kanser tiplerini ifade etmektedir. Sekil 3’te cbioportal ile U2AF2 ile ilgili kanser tipine
gore calisma verileri ifade edilmektedir. Y ekseni degisme sikligi, X ekseni ise
alfabetik olarak siralanmis kanser tiplerini ifade etmektedir. Yesil renk Mutasyonlari,
mor renk yapisal varyantlari, mavi renk derin silinmeleri, siyah renk ise birden fazla

degisikligi ifade etmektedir.
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Sekil 2 PUF60’1n ¢esitli kanser tiplerindeki degisiklik siklig: (cBioportal).
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Sekil 3 U2AF2’nin ¢esitli kanser tiplerindeki degisiklik siklig: (cBioportal).
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Sekil 4 PUF60 i¢in X ekseni, GISTIC'te varsayilan kopyanumarasi degisikliklerini, Y ekseni, PUF60
mRNA Ifadesi,(log2(deger + 1)) degerini temsil etmektedir.
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UZAF2 mRNA Expression, RSEM (Batch normalized from lllumina HSeq_RMNASeqVZz)
log2ivalue + 1))
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|
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U2AF2: Mutations
U2AF2 Splice (VUS) * Truncating (VUS)
s Inframe (VUS) * Missense (VUS)
Not mutated Not profiled for mutations
o Amplification o Gain
Diploid © Shallow Deletion
© Deep Deletion © Structural Variant
© Not profiled for CNA and Structural Variants

Sekil 5 U2AF2 i¢in X ekseni, GISTIC'te varsayilan kopya numarasi degisikliklerini, Y ekseni,
U2AF2:mRNA Ifadesi,(log2(deger + 1)) degerini temsil etmektedir.
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Sekil8NM_078480|ENST00000526683 CCDS47934 |PUF60 INSAN protein dizilerindeki mutasyonlarin dagilmini ifade
eder. X ekseni 0-559 pozisyonlarindaki aminoasit dizisini, ve karsilik gelen 12 adet ekzon bolgesi ifade eder. Y eksini ve
cizgi yiiksekligi sayisini buna karsilik gelen noktalarile gosterilmis mutasyonlar ifade eder. 131201 ve 228 — 297

pozisyonlar1 arasinda yer alan iki "RRM_ 1" alani yesil renkte vurgulanmistir (cBioportal).
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Exon 2 /3. ¢ 5 | 6 7 | 8 9 10 11 12

Sekil 9 NM_007279 | ENST00000308924 CCDS12933 | U2AF2_INSAN protein dizilerindeki mutasyonlarin dagilimmi
ifade eder. X ekseni 0-457 pozisyonlarindaki aminoasit dizisini, ve karsilik gelen 12 adet ekzon bolgesi ifade eder. Y
eksini ve ¢izgi yliksekligi hasta sayisini bunakarsilik gelen noktalar ile gosterilmis mutasyonlari ifade eder. 151 — 225

pozisyonlari arasinda yer alan bir "PF14259" alani yesil renkte ve 261 — 330 ve 400 - 459 pozisyonlari arasinda yer alan

iki "RRM_ 1" alan1 kirmizi renkte vurgulanmigtir (cBioportal).
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Tablo 7 PUF60 icin kanser tiplerine gore 67 adet mutasyon degisim tablosu.

Calismanin . . | Kanser  Tip | Protein Mutasyon Varyant
Kanser Tipi o ) Kopya
kokeni Detay1 degisimi tipi tip
Ovaryum Serdz
Kistadenokarsino | Epitelyal Ser6z EEF1D-
mu (TCGA | Ovaryum Ovaryum PUF60 Flzyon NA Gain
PanKanser Kanseri Kanser Flizyon
Atlasi)
Diisiik  Dereceli
Glioma (TCGA| . . Anlamsiz M o
Glioma Astrositom E507* ~ | SNP Diploit
PanKanser utasyon
Atlasi)
Disiik  Dereceli
Glioma Glioma
. . Anlamsiz M o
(TCGA, Glioma Astrositom G15* ~ |SNP Diploit
utasyon
PanKanser
Atlasi)
Glioblastoma
Multiforme . Yanlis
) Glioblastoma o
(TCGA, Glioblastoma , E422D Anlam SNP Diploit
Multiforme
PanKanser Mutasyonu
Atlasi)
Glioblastoma
Multiforme . Yanlis
) Glioblastoma o
(TCGA, Glioblastoma ) E420D Anlam SNP Diploit
Multiforme
PanKanser Mutasyonu
Atlasi)
Akciger
| Kiiguk )
Skuamoz Hiicreli Akciger
. hiicreli Yanlis
Karsinomu Skuamoz Kazang
olmayan N468K Anlam SNP ]
(TCGA, ) Hiicreli (Gain)
Akciger . Mutasyonu
PanKanser ) Karsinomu
Kanseri
Atlasi)
Akciger
Kiicuk
Skuaméz Hiicreli . Akciger
. hiicreli Yanlis
Karsinomu Skuamoz o
olmayan ] K489N Anlam SNP Diploit
(TCGA, ) Hiucreli
Akciger . Mutasyonu
PanKanser . Karsinomu
Kanseri
Atlasi)

27




Akciger

Kiguk
Skuamdz Hiicreli Akciger
. hiicreli Yanlis
Karsinomu Skuamdz )
olmayan ) D548H Anlam SNP Gain
(TCGA, Hiicreli
Akciger . Mutasyonu
PanKanser ] Karsinomu
Kanseri
Atlasi)
Mesane
Urotelyal
) Mesane Yanlis
Karsinomu Mesane .
) Urotelyal S396L Anlam SNP Amp
(TCGA, Kanseri .
Karsinomu Mutasyonu
PanKanser
Atlasi)
Mesane
Urotelyal
. Mesane Yanlis
Karsinomu Mesane . .
. Urotelyal S396L Anlam SNP Gain
(TCGA, Kanseri .
Karsinomu Mutasyonu
PanKanser
Atlasi)
Mesane
Urotelyal
. Mesane Yanlis
Karsinomu Mesane . o
. Urotelyal F225L Anlam SNP Diploit
(TCGA, Kanseri )
Karsinomu Mutasyonu
PanKanser
Atlasi)
Mesane
Urotelyal
) Mesane Yanlis
Karsinomu Mesane . .
) Urotelyal S461C Anlam SNP Gain
(TCGA, Kanseri .
Karsinomu Mutasyonu
PanKanser
Atlasi)
Mesane
Urotelyal
. Mesane Yanlis
Karsinomu Mesane .
. Urotelyal Y177C Anlam SNP Amp
(TCGA Kanseri .
Karsinomu Mutasyonu
PanKanser
Atlasi)
Karaciger
. Yanlis
Hepatoseliiler Hepatobiliye | Hepatoseliiler .
. . M167V Anlam SNP Gain
Karsinomu r Kanseri Ka
Mutasyonu
(TCGA

28




PanKanser

Atlasi)
Korpus  Uterin
Endometriyal .
. ~ | Uterin Yanlis
Karsinomu Endometriya L o
Endometrioid | A343V Anlam SNP Diploit
(TCGA | Kanser .
Karsinomu Mutasyonu
PanKanser
Atlas1)
Korpus  Uterin
Endometriyal )
. ] Uterin Yanlis
Karsinomu Endometriya o S
Endometrioid | R540H Anlam SNP Diploit
(TCGA | Kanser .
Karsinomu Mutasyonu
PanKanser
Atlasi)
Korpus  Uterin
Endometriyal .
) ) Uterin Yanlis
Karsinomu Endometriya o o
Endometrioid | E275D Anlam SNP Diploit
(TCGA | Kanser .
Karsinomu Mutasyonu
PanKanser
Atlasi)
Korpus  Uterin
Endometriyal .
. ~ | Uterin Yanlis
Karsinomu Endometriya L o
Endometrioid | 1511S Anlam SNP Diploit
(TCGA | Kanser .
Karsinomu Mutasyonu
PanKanser
Atlas1)
Korpus  Uterin
Endometriyal )
. ) Uterin Yanlis
Karsinomu Endometriya o o
Endometrioid | E501D Anlam SNP Diploit
(TCGA | Kanser .
Karsinomu Mutasyonu
PanKanser
Atlasi)
Korpus  Uterin
Endometriyal .
) . Uterin Yanlis
Karsinomu Endometriya o o
Endometrioid | S78N Anlam SNP Diploit
(TCGA | Kanser )
Karsinomu Mutasyonu
PanKanser
Atlasi)

29




Korpus  Uterin )
. Uterin  Serdz
Endometriyal .
. .| Karsinomu/Ut Yanlis
Karsinomu Endometriya | } o
erin  Papiller | T525I1 Anlam SNP Diploit
(TCGA | Kanser
Serdz Mutasyonu
PanKanser .
Karsinomu
Atlasi)
Korpus  Uterin
Endometriyal .
. .| Uterin Yanlis
Karsinomu Endometriya . .
Endometrioid | A74T Anlam SNP Gain
(TCGA | Kanser .
Karsinomu Mutasyonu
PanKanser
Atlasi)
Korpus  Uterin
Endometriyal )
) . Uterin Yanlis
Karsinomu Endometriya F L
Endometrioid | D159N Anlam SNP Diploit
(TCGA | Kanser .
Karsinomu Mutasyonu
PanKanser
Atlasi)
Korpus  Uterin
Endometriyal .
. ) Uterin Yanlis
Karsinomu Endometriya o o
Endometrioid | K168N Anlam SNP Diploit
(TCGA | Kanser )
Karsinomu Mutasyonu
PanKanser
Atlasi)
Korpus  Uterin
Endometriyal .
. .| Uterin Yanls
Karsinomu Endometriya L .
Endometrioid | A322G Anlam SNP Gain
(TCGA | Kanser .
Karsinomu Mutasyonu
PanKanser
Atlasi)
Korpus  Uterin
Endometriyal )
. ) Uterin Yanlis
Karsinomu Endometriya o L
Endometrioid | A124V Anlam SNP Diploit
(TCGA | Kanser .
Karsinomu Mutasyonu
PanKanser
Atlasi)
Korpus  Uterin .
] ~ | Uterin Yanlis
Endometriyal Endometriya . L
. Endometrioid | Q91H Anlam SNP Diploit
Karsinomu | Kanser .
Karsinomu Mutasyonu
(TCGA

30




PanKanser

Atlasi)
Korpus  Uterin
Endometriyal .
. ~ | Uterin Yanlis
Karsinomu Endometriya L .
Endometrioid | E507D Anlam SNP Gain
(TCGA | Kanser .
Karsinomu Mutasyonu
PanKanser
Atlas1)
Korpus  Uterin
Endometriyal . .
. ] Uterin Uc
Karsinomu Endometriya o . Lo
Endometrioid | X70_splice | Birligtirme | SNP Diploit
(TCGA | Kanser .
Karsinomu (Splice)
PanKanser
Atlasi)
Korpus  Uterin
Endometriyal . .
. ) Uterin Ucg
Karsinomu Endometriya o ] L
Endometrioid | X337_splice | Birlistirme | SNP Diploit
(TCGA | Kanser .
Karsinomu (Splice)
PanKanser
Atlasi)
Korpus  Uterin
Endometriyal .
. ~ | Uterin Yanlis
Karsinomu Endometriya L .
Endometrioid | N533D Anlam SNP Gain
(TCGA | Kanser .
Karsinomu Mutasyonu
PanKanser
Atlas1)
Korpus  Uterin
Endometriyal .
. ) Uterin Yanlis
Karsinomu Endometriya L L
Endometrioid | Q375H Anlam SNP Diploit
(TCGA | Kanser .
Karsinomu Mutasyonu
PanKanser
Atlasi)
Korpus  Uterin
Endometriyal .
) . Uterin Yanlis
Karsinomu Endometriya . .
Endometrioid | E142G Anlam SNP Gain
(TCGA | Kanser )
Karsinomu Mutasyonu
PanKanser
Atlasi)

31




Akciger Kiiguk
AdenoKarsinom | Olmayan Akciger Yanlis
u (TCGA | Hiicreli AdenoKarsin | L111F Anlam SNP Gain
PanKanser Akciger omu Mutasyonu
Atlasi) Kanseri
Akciger Kiiguk
AdenoKarsinom | Olmayan Akciger Ug
u (TCGA | Hiicreli AdenoKarsin | X100_splice | Birlistirme | SNP
PanKanser Akciger omu (Splice)
Atlasi) Kanseri
Akciger Kiiguk
AdenoKarsinom | Olmayan Akciger Yanlis
u (TCGA | Hiicreli AdenoKarsin | S523F Anlam SNP
PanKanser Akciger omu Mutasyonu
Atlasi) Kanseri
Akciger Kiiguk
AdenoKarsinom | Olmayan Akciger Yanlis
u (TCGA | Hiicreli AdenoKarsin | Q235K Anlam SNP Diploit
PanKanser Akciger omu Mutasyonu
Atlasi) Kanseri
Ozofagus )
. Ozofagus
AdenoKarsinom | .. Yanlis
Ozofagogastr | Skuamoz ]
u (TCGA | . . ) R227H Anlam SNP Gain
ik Kanseri | Hiicreli
PanKanser . Mutasyonu
Karsinomu
Atlasi)
Cilt Kutanoz
Melanom Yanlis
Kutanoz N
(TCGA Melanom Al86V Anlam SNP Diploit
Melanom
PanKanser Mutasyonu
Atlasi)
Cilt Kutanoz
Melanom
Kutanoz Anlamsiz M
(TCGA Melanom E221* ~ | SNP
Melanom utasyon
PanKanser
Atlasi)
Cilt Kutanoz Yanlis
Kutanoz o
Melanom Melanom K170N Anlam SNP Diploit
Melanom
(TCGA Mutasyonu

32




PanKanser
Atlasi)

Cilt Kutan6z

Melanom Yanlis
Kutanoz .
(TCGA Melanom E418D Anlam SNP Gain
Melanom
PanKanser Mutasyonu
Atlasi)
Cilt Kutanoz
Melanom Yanlis
Kutanoz .
(TCGA Melanom R223L Anlam SNP Gain
Melanom
PanKanser Mutasyonu
Atlasi)
Mide
AdenoKarsinom | _ . Yanlis
Ozofagogastr | MideAdenoK .
u (TCGA | . . . L111F Anlam SNP Gain
ik Kanseri arsinomu
PanKanser Mutasyonu
Atlasi)
Mide
AdenoKarsinom | .. Mide Yanlis
Ozofagogastr . .
u (TCGA | . _ | AdenoKarsin | V496l Anlam SNP Gain
ik Kanseri
PanKanser omu Mutasyonu
Atlasi)
Mide
AdenoKarsinom | _ Mide Yanlis
Ozofagogastr . .
u (TCGA | . _ | AdenoKarsin | A101T Anlam SNP Gain
ik Kanseri
PanKanser omu Mutasyonu
Atlas1)
Mide
. Bagirsak Tipi
AdenoKarsinom | . Yanlis
Ozofagogastr | Mide o
u (TCGA | . . _ | L140P Anlam SNP Diploit
ik Kanseri | AdenoKarsin
PanKanser Mutasyonu
omu
Atlasi)
Mide v T
aygin 1
AdenoKarsinom | -yg P Yanlis
Ozofagogastr | Mide ]
u (TCGA| ) | R495S Anlam SNP Gain
ik Kanseri | AdenoKarsin
PanKanser Mutasyonu
omu
Atlas1)

33




Mide

AdenoKarsinom | .. Mide Tubiiler Yanlis
Ozofagogastr . .
u (TCGA| . | AdenoKarsin | A321V Anlam SNP Gain
ik Kanseri
PanKanser omu Mutasyonu
Atlasi)
Goglis  Invaziv
Karsinomu Gogiis Invaziv Yanlig
Gaogiis L
(TCGA . Lobuler E422K Anlam SNP Diploit
Kanseri .
PanKanser Karsinomu Mutasyonu
Atlasi)
Goglis  Invaziv
Karsinomu Gogiis Invaziv Ug
Gaogiis . .
(TCGA . Diiktal X99 splice |Birlestirme |SNP Gain
Kanseri .
PanKanser Karsinomu Bolgesi
Atlasi)
Kolorektal
AdenoKarsinom Kolon Yanlis
Kolorektal . -
u (TCGA % AdenoKarsin | P391L Anlam SNP Diploit
anser
PanKanser omu Mutasyonu
Atlasi)
Kolorektal
AdenoKarsinom Kolon Yanlis
Kolorektal . s
u (TCGA AdenoKarsin | A29T Anlam SNP Diploit
Kanser
PanKanser omu Mutasyonu
Atlasi)
Kolorektal Kolon ve
AdenoKarsinom Rektiim Yanlis
Kolorektal ) -
u (TCGA K Mucinous V230M Anlam SNP Diploit
anser
PanKanser AdenoKarsin Mutasyonu
Atlasi) omu
Kolorektal
AdenoKarsinom Kolon Yanlis
Kolorektal . o
u (TCGA AdenoKarsin | F490S Anlam SNP Diploit
Kanser
PanKanser omu Mutasyonu
Atlasi)
Kolorektal Kolon Yanlis
) Kolorektal ) o
AdenoKarsinom K AdenoKarsin | P388S Anlam SNP Diploit
anser
u (TCGA omu Mutasyonu

34




PanKanser

Atlasi)
Kolorektal
AdenoKarsinom Kolon Yanlig
Kolorektal . .
u (TCGA AdenoKarsin | V165l Anlam SNP Gain
Kanser
PanKanser omu Mutasyonu
Atlasi)
Kolorektal
AdenoKarsinom Kolon Yanlis
Kolorektal . -
u (TCGA K AdenoKarsin | G365D Anlam SNP Diploit
anser
PanKanser omu Mutasyonu
Atlasi)
Kolorektal Kolon ve
AdenoKarsinom Rektiim Yanlis
Kolorektal ] .
u (TCGA Mucinous G341R Anlam SNP Gain
Kanser )
PanKanser AdenoKarsin Mutasyonu
Atlasi) omu
Kolorektal
AdenoKarsinom Rektal Yanlis
Kolorektal . .
u (TCGA K AdenoKarsin | E485G Anlam SNP Diploit
anser
PanKanser omu Mutasyonu
Atlasi)
Bobrek Papiller
] Berrak )
Hiicreli Papiller
. Olmayan Yanlis
Karsinomu Bobrek L
Bobrek Q281K Anlam SNP Diploit
(TCGA ) Hiicreli
Hiicreli . Mutasyonu
PanKanser . Karsinomu
Karsinomu
Atlasi)
Bas ve Boyun
Skuamoz Hiicreli Bas ve Boyun
. Bas ve
Karsinomu Skuaméoz Anlamsiz M )
Boyun ) S112* SNP Gain
(TCGA . Hiicreli utasyon
Kanseri .
PanKanser Karsinomu
Atlasi)
Bas ve Boyun Bas ve Boyun
.| Bas ve -
Skuamoz Hiicreli Skuamoéz Cerceve Ici .
) Boyun P389del DEL Gain
Karsinomu . Hiicreli Delesyon
Kanseri .
(TCGA Karsinomu

35




PanKanser

Atlasi)
Bas ve Boyun
Skuamdz Hiicreli Bas ve Boyun
. Bag ve Yanlis
Karsinomu Skuaméz .
Boyun V284L Anlam SNP Gain
(TCGA . Hiicreli
Kanseri . Mutasyonu
PanKanser Karsinomu
Atlas1)
Bas ve Boyun
Skuamoz Hiicreli Bas ve Boyun
. Bas ve Yanlis
Karsinomu Skuaméoz )
Boyun ) L412Vv Anlam SNP Gain
(TCGA . Hiicreli
Kanseri . Mutasyonu
PanKanser Karsinomu
Atlasi)
Servikal
Skuaméz Hiicreli Servikal
. . Yanlis
Karsinomu Servikal Skuaméoz
) Q189H Anlam SNP Amp
(TCGA Kanser Hiicreli
. Mutasyonu
PanKanser Karsinomu
Atlasi)
Servikal
Skuamoz Hiicreli Servikal
. . Yanlis
Karsinomu Servikal Skuamoz L
D548G Anlam SNP Diploit
(TCGA Kanser Hiicreli
. Mutasyonu
PanKanser Karsinomu
Atlas1)

36




Tablo 8U2AF?2 i¢in kanser tiplerine gore 102 adet mutasyon degisim tablosu.

Calismanin _ | Kanser Tip | Protein Mutasyon .
Kanser Tipi o Varyanttip | Kopya
kokeni Detay1 degisimi | tipi
Bobrek  Papiller
Berrak
Hiicreli )
) Olmayan Papiller Bobrek | U2AF2-
Karsinomu o
Bobrek Hiicreli TFE3 Fiizyon NA Diploit
(TCGA ) .
Hiicreli Karsinomu Fiizyon
PanKanser )
Karsinomu
Atlas1)
Tiroid Karsinomu Yanlis
(TCGA Tiroid Papiller  Tiroid Anlam o
) N12S SNP Diploit
PanKanser Kanseri Kanser Mutasyon
Atlasi) u
Diisiik  Dereceli Yanlis
Glioma (TCGA| Oligodendroglio Anlam ShallowD
Glioma R419W SNP
PanKanser ma Mutasyon el
Atlasi) u
Diisiik  Dereceli Yanlig
Glioma (TCGA| . . . Anlam ShallowD
Glioma Oligoastrosit Q222H SNP
PanKanser Mutasyon el
Atlasi) u
Diisiik  Dereceli Yanlis
Glioma (TCGA| . Oligodendroglio Anlam ShallowD
Glioma G326V SNP
PanKanser ma Mutasyon el
Atlasi) u
Ovaryum Seroz
] . Yanlis
Kistadenokarsino | Ovaryum .
. Seroz Overin Anlam o
mu (TCGA | Epitelyal R44H SNP Diploit
Kanser Mutasyon
PanKanser Tumor
u
Atlasi)
Glioblastoma Yanlis
Multiform(TCG | Glioblastom | Glioblastoma Anlam o
) S365N SNP Diploit
A PanKanser | a Multiforme Mutasyon
Atlasi) u
Glioblastoma Yanlis
Multiform(TCG | Glioblastom | Glioblastoma Anlam o
) G176R SNP Diploit
A PanKanser | a Multiforme Mutasyon
Atlasi) u

37




Ayrimlastiriima

mis Pleomorfik

) Yanlig
Sarkom (TCGA Sarkom/Habis
Anlam o
PanKanser Sarkom Tip Fibroz | M323I SNP Diploit
o Mutasyon
Atlasi) Histiyositom/Yii
u
ksek Dereceli Ig
Hiicreli Sarkom
Akciger Skuaméz
) Kiiguk
Hiicreli Yanlig
. Olmayan Akciger
Karsinomu ) ) Anlam L
Hiicreli Skuaméz Hiicreli | Q190L SNP Diploit
(TCGA ) Mutasyon
Akciger Karsinomu
PanKanser ] u
Kanseri
Atlasi)
Akciger Skuamdz | Kiiguk
) ) Yanlis
Cell Karsinomu | Olmayan Akciger
) ) Anlam )
(TCGA Hiicreli Skuamoz Hiicreli | Y395F SNP Gain
i Mutasyon
PanKanser Akciger Karsinomu
u
Atlasi) Kanseri
Akciger Skuamoz | Kiiguk
. Yanlis
Cell Karsinomu | Olmayan Akciger
Anlam )
(TCGA Hiicreli Skuamoz Hiicreli | G410A SNP Gain
. Mutasyon
PanKanser Akciger Karsinomu
u
Atlasi) Kanseri
Akciger Skuamdz | Kiiguk
) ) Yanlis
Cell Karsinomu | Olmayan Akciger
) ) Anlam ShallowD
(TCGA Hiicreli Skuamoz Hiicreli | Q106P SNP
. Mutasyon el
PanKanser Akciger Karsinomu
u
Atlasi) Kanseri
Akciger Skuamoz | Kiiguk
. ) Yanlis
Cell Karsinomu | Olmayan Akciger
Anlam ShallowD
(TCGA Hiicreli Skuamoéz Hiicreli | P347H SNP
. Mutasyon el
PanKanser Akciger Karsinomu
u
Atlasi) Kanseri
Mesane Urotelyal
) Yanlig
Karsinomu .
Mesane Mesane Urotelyal Anlam )
(TCGA ) Q353E SNP Gain
Kanser Karsinomu Mutasyon
PanKanser
u
Atlasi)
Mesane Urotelyal | Mesane Mesane Urotelyal Yanlisg )
. . K413R SNP Gain
Karsinomu Kanser Karsinomu Anlam

38




(TCGA Mutasyon
PanKanser u
Atlasi)
Mesane Urotelyal
. Yanlis
Karsinomu .
Mesane Mesane Urotelyal Anlam ]
(TCGA . G176W SNP Gain
Kanser Karsinomu Mutasyon
PanKanser
u
Atlasi)
Mesane Urotelyal
) Yanlis
Karsinomu .
Mesane Mesane Urotelyal Anlam o
(TCGA ] H470Y SNP Diploit
Kanser Karsinomu Mutasyon
PanKanser
u
Atlasi)
Akut  Miyeloid
. . . Cerceve
Lodsemi (TCGA Akut  Miyeloid | L178Afs* ’ o
Losemi Kaymasi | INS Diploit
PanKanser Losemi 15
Inversyon
Atlasi)
Karaciger
Hepatoseliiler Yanlis
Karsinomu Hepatobiliar | Hepatocellular Anlam o
. G176V SNP Diploit
(TCGA y Kanser Karsinomu Mutasyon
PanKanser u
Atlasi)
Karaciger
Hepatoseliiler Yanlis
Karsinomu Hepatobilier | Hepatoseliiler Anlam L
) T450M SNP Diploit
(TCGA Kanser Karsinomu Mutasyon
PanKanser u
Atlasi)
Karaciger
Hepatoseliiler Yanlis
Karsinomu Hepatobilier | Hepatoseliiler Anlam )
. T450M SNP Gain
(TCGA Kanser Karsinomu Mutasyon
PanKanser u
Atlasi)
Karaciger Yanlis
Hepatoseliiler Hepatobilier | Hepatoseliiler Anlam )
) ) E306Q SNP Gain
Karsinomu Kanser Karsinomu Mutasyon
(TCGA u

39




PanKanser

Atlasi)
Prostat
) Yanlis
AdenoKarsinomu
Prostat Prostat Anlam o
(TCGA . R37H SNP Diploit
Kanser AdenoKarsinomu Mutasyon
PanKanser
u
Atlasi)
Berrak  Bobrek
Berrak
Hiicre Karsinomu Berrak  Bobrek Cerceve
Bobrek , o
(TCGA Hiicresi E435del |I¢i DEL Diploit
Hiicre .
PanKanser . Karsinomu Delesyon
Karsinomu
Atlasi)
Berrak  Bobrek
Berrak
Hiicre Karsinomu Berrak  Bobrek Cerceve
Bobrek ) F433Lfs* L
(TCGA Hiicresi Kaymas1 |DEL Diploit
Hiicre . 17
PanKanser . Karsinomu Delesyon
Karsinomu
Atlasi)
Korpus  Uterin
Endometriyal . Yanlis
) _ | Uterin
Karsinomu Endometriya Ll Anlam o
Endometrioidi Al71T SNP Diploit
(TCGA | Kanser . Mutasyon
Karsinomu
PanKanser u
Atlasi)
Korpus  Uterin
Endometriyal . Yanlis
. .| Uterin
Karsinomu Endometriya . Anlam o
Endometrioid P355H SNP Diploit
(TCGA | Kanser . Mutasyon
Karsinomu
PanKanser u
Atlasi)
Korpus  Uterin
Endometriyal . Yanlis
. _ | Uterin
Karsinomu Endometriya o Anlam o
Endometrioid A455T SNP Diploit
(TCGA | Kanser . Mutasyon
Karsinomu
PanKanser u
Atlasi)
Korpus  Uterin ) Yanlis
) ) Uterin
Endometriyal Endometriya o Anlam o
) Endometrioid M4461 SNP Diploit
Karsinomu | Kanser . Mutasyon
Karsinomu
(TCGA u

40




PanKanser

Atlasi)
Korpus  Uterin
Endometriyal ) Yanlis
. .| Uterin
Karsinomu Endometriya o Anlam o
Endometrioid R27H SNP Diploit
(TCGA | Kanser . Mutasyon
Karsinomu
PanKanser u
Atlasi)
Korpus  Uterin
Endometriyal . Yanlis
. .| Uterin
Karsinomu Endometriya o Anlam o
Endometrioid Q210H SNP Diploit
(TCGA | Kanser . Mutasyon
Karsinomu
PanKanser u
Atlasi)
Korpus  Uterin
Endometriyal . Yanlis
. .| Uterin
Karsinomu Endometriya o Anlam o
Endometrioid R471H SNP Diploit
(TCGA | Kanser ) Mutasyon
Karsinomu
PanKanser u
Atlasi)
Korpus  Uterin
Endometriyal ) Yanlis
. .| Uterin
Karsinomu Endometriya . Anlam o
Endometrioid T124N SNP Diploit
(TCGA | Kanser . Mutasyon
Karsinomu
PanKanser u
Atlasi)
Korpus  Uterin
Endometriyal . Yanlis
. .| Uterin
Karsinomu Endometriya . Anlam o
Endometrioid E17G SNP Diploit
(TCGA | Kanser . Mutasyon
Karsinomu
PanKanser u
Atlasi)
Korpus  Uterin
Endometriyal . Yanlis
) ~ | Uterin
Karsinomu Endometriya o Anlam o
Endometrioid G129S SNP Diploit
(TCGA | Kanser ) Mutasyon
Karsinomu
PanKanser u
Atlasi)

41




Korpus  Uterin
Endometriyal . Yanlis
) ~ | Uterin
Karsinomu Endometriya . Anlam o
Endometrioid R174C SNP Diploit
(TCGA | Kanser . Mutasyon
Karsinomu
PanKanser u
Atlasi)
Korpus  Uterin
Endometriyal Uterin Seroz Yanlis
Karsinomu Endometriya | Karsinomu/Uteri Anlam o
P117T SNP Diploit
(TCGA | Kanser n Papiller Seroz Mutasyon
PanKanser Karsinomu u
Atlasi)
Korpus  Uterin
Endometriyal Uterin Serdz Yanlig
Karsinomu Endometriya | Karsinomu/Uteri Anlam o
) D467N SNP Diploit
(TCGA | Kanser n Papiller Seroz Mutasyon
PanKanser Karsinomu u
Atlasi)
Korpus  Uterin
Endometriyal . Yanlis
) _ | Uterin
Karsinomu Endometriya . Anlam o
Endometrioid D467N SNP Diploit
(TCGA | Kanser . Mutasyon
Karsinomu
PanKanser u
Atlasi)
Korpus  Uterin
Endometriyal Uterin Seroz Yanlis
Karsinomu Endometriya | Karsinomu/Uteri Anlam o
R472Q SNP Diploit
(TCGA | Kanser n Papiller Seroz Mutasyon
PanKanser Karsinomu u
Atlasi)
Korpus  Uterin
Endometriyal . ] Yanlis
. _ | Uterin Mixed
Karsinomu Endometriya ) Anlam o
Endometrial E396D SNP Diploit
(TCGA | Kanser . Mutasyon
Karsinomu
PanKanser u
Atlas1)
Korpus  Uterin . Yanlis
) .| Uterin
Endometriyal Endometriya o Anlam o
) Endometrioid Al113V SNP Diploit
Karsinomu | Kanser . Mutasyon
Karsinomu
(TCGA u

42




PanKanser

Atlasi)
Korpus  Uterin
Endometriyal ) Yanlis
. .| Uterin
Karsinomu Endometriya o Anlam o
Endometrioid M110l SNP Diploit
(TCGA | Kanser . Mutasyon
Karsinomu
PanKanser u
Atlasi)
Korpus  Uterin
Endometriyal . Yanlis
. .| Uterin
Karsinomu Endometriya o Anlam o
Endometrioid D3E SNP Diploit
(TCGA | Kanser . Mutasyon
Karsinomu
PanKanser u
Atlasi)
Korpus  Uterin
Endometriyal Uterin Serdz Yanlis
Karsinomu Endometriya | Karsinomu/Uteri Anlam ]
) S257C SNP Gain
(TCGA | Kanser n Papiller Seroz Mutasyon
PanKanser Karsinomu u
Atlasi)
Korpus  Uterin
Endometriyal ) Yanlis
. .| Uterin
Karsinomu Endometriya . Anlam o
Endometrioid R56Q SNP Diploit
(TCGA | Kanser . Mutasyon
Karsinomu
PanKanser u
Atlasi)
Korpus  Uterin
Endometriyal . Yanlis
. .| Uterin
Karsinomu Endometriya . Anlam o
Endometrioid A303T SNP Diploit
(TCGA | Kanser . Mutasyon
Karsinomu
PanKanser u
Atlasi)
Korpus  Uterin
Endometriyal . Yanlis
) ~ | Uterin
Karsinomu Endometriya o Anlam o
Endometrioid E416K SNP Diploit
(TCGA | Kanser ) Mutasyon
Karsinomu
PanKanser u
Atlasi)

43




Korpus  Uterin
Endometriyal . Yanlis
) | Uterin-
Karsinomu Endometriya . Anlam o
Endometriyal V439A SNP Diploit
(TCGA | Kanser . Mutasyon
Karsinomu
PanKanser u
Atlasi)
Korpus  Uterin
Endometriyal ) Yanlis
. .| Uterin
Karsinomu Endometriya . Anlam o
Endometrioid D36N SNP Diploit
(TCGA | Kanser . Mutasyon
Karsinomu
PanKanser u
Atlasi)
Korpus  Uterin
Endometriyal . Yanlis
. . Uterin-
Karsinomu Endometriya ) Anlam o
Endometrial K195N SNP Diploit
(TCGA | Kanser . Mutasyon
Karsinomu
PanKanser u
Atlasi)
Akciger Kiiguk
. Yanlis
AdenoKarsinomu | Olmayan )
Akciger Anlam o
(TCGA Hiicreli . G176V SNP Diploit
) AdenoKarsinomu Mutasyon
PanKanser Akciger
u
Atlasi) Kanseri
Akciger Kiiguk
) Yanlis
AdenoKarsinomu | Olmayan
) Akciger Anlam L
(TCGA Hiicreli ) F4Y SNP Diploit
AdenoKarsinomu Mutasyon
PanKanser Akciger
u
Atlasi) Kanseri
Akciger Kiiguk
. Yanlis
AdenoKarsinomu | Olmayan )
Akciger Anlam )
(TCGA Hiicreli . A131S SNP Gain
AdenoKarsinomu Mutasyon
PanKanser Akciger
u
Atlasi) Kanseri
Akciger Kiiguk
) Yanlig
AdenoKarsinomu | Olmayan )
) Akciger Anlam L
(TCGA Hiicreli ) G176E SNP Diploit
. AdenoKarsinomu Mutasyon
PanKanser Akciger
u
Atlasi) Kanseri
Akciger Kiiguk Akciger Yanlis L
. . Q10H SNP Diploit
AdenoKarsinomu | Olmayan AdenoKarsinomu Anlam

44




(TCGA Hicreli Mutasyon
PanKanser Akciger u
Atlasi) Kanseri
Akciger Kiiguk
. Yanlis
AdenoKarsinomu | Olmayan )
Akciger Anlam o
(TCGA Hiicreli . L11F SNP Diploit
AdenoKarsinomu Mutasyon
PanKanser Akciger
u
Atlasi) Kanseri
Cilt Kutanoz Yanlis
Melanom (TCGA Kutanoz Anlam
Melanom R89C SNP
PanKanser Melanom Mutasyon
Atlasi) u
Cilt Kutan6z Yanlis
Melanom (TCGA Kutandz Anlam )
Melanom Al81V SNP Gain
PanKanser Melanom Mutasyon
Atlasi) u
Cilt Kutanoz Yanlis
Melanom (TCGA Kutanoz Anlam
Melanom E207G SNP Gain
PanKanser Melanom Mutasyon
Atlasi) u
Cilt Kutanoz Yanlis
Melanom (TCGA Kutanoz Anlam .
Melanom El62V SNP Gain
PanKanser Melanom Mutasyon
Atlasi) u
Cilt Kutanoz Yanlis
Melanom (TCGA Kutanoz Anlam ShallowD
Melanom T66I SNP
PanKanser Melanom Mutasyon el
Atlasi) u
Cilt Kutanoz Yanlis
Melanom (TCGA Kutanoz Anlam o
Melanom G68S SNP Diploit
PanKanser Melanom Mutasyon
Atlasi) u
Cilt Kutanodz Yanlis
Melanom (TCGA Kutanoz Anlam .
Melanom D392N SNP Gain
PanKanser Melanom Mutasyon
Atlasi) u
Cilt Kutanoz Kutanéz Yanlis )
Melanom P348T SNP Gain
Melanom (TCGA Melanom Anlam

45




PanKanser Mutasyon
Atlasi) u
Cilt Kutanoz Yanlis
Melanom (TCGA Kutanoz Anlam o
Melanom FA54L SNP Diploit
PanKanser Melanom Mutasyon
Atlasi) u
Cilt Kutanoz Yanlig
Melanom (TCGA Kutanoz Anlam o
Melanom P97Q SNP Diploit
PanKanser Melanom Mutasyon
Atlasi) u
Cilt Kutan6z Yanlis
Melanom (TCGA Kutanoz Anlam o
Melanom G283W SNP Diploit
PanKanser Melanom Mutasyon
Atlasi) u
Mide
AdenoKarsinomu | ., . Cerceve
Ozofagogast | Mide L178Afs* ) o
(TCGA ) ) ) Kaymasi | INS Diploit
rik Kanseri | AdenoKarsinomu| 15
PanKanser Inversyon
Atlasi)
Mide
) Yanlis
AdenoKarsinomu | )
Ozofagogast | Tubular  Mide Anlam o
(TCGA . ) . A318V SNP Diploit
rik Kanseri | AdenoKarsinomu Mutasyon
PanKanser
u
Atlasi)
Mide
AdenoKarsinomu | ., . Cerceve
Ozofagogast | Mide o
(TCGA . ) . L178* Kaymas1 | DEL Diploit
rik Kanseri | AdenoKarsinomu
PanKanser Delesyon
Atlasi)
Mide
AdenoKarsinomu | . Cerceve
Ozofagogast | Diffiiz Tipi Mide L
(TCGA . ) . L178* Kaymas:1 | DEL Diploit
rik Kanseri | AdenoKarsinomu
PanKanser Delesyon
Atlasi)
Mide
AdenoKarsinomu | . ) | Ue
Ozofagogast | Mide X17_splic o
(TCGA . ) . Birlistirme | SNP Diploit
rik Kanseri | AdenoKarsinomu | e
PanKanser (Splice)
Atlasi)

46




Mide

. Translasy
AdenoKarsinomu | ., .
Ozofagogast | Mide on o
(TCGA . ) . M1? ~ | SNP Diploit
rik Kanseri | AdenoKarsinomu Baslangig
PanKanser
Bolgesi
Atlasi)
Mide
AdenoKarsinomu | ) | Ug
Ozofagogast | Mide X162 _spli| =~ L
(TCGA ) ] ) Birlistirme | SNP Diploit
rik Kanseri | AdenoKarsinomu | ce
PanKanser (Splice)
Atlast)
Mide
. Yanlis
AdenoKarsinomu | ..
Ozofagogast | Musindz ~ Mide Anlam o
(TCGA . ) . V312l SNP Diploit
rik Kanseri | AdenoKarsinomu Mutasyon
PanKanser
u
Atlasi)
Mide
) Yanlig
AdenoKarsinomu | ., ;
Ozofagogast | Mide Anlam
(TCGA ) ) ) R31H SNP
rik Kanseri | AdenoKarsinomu Mutasyon
PanKanser
u
Atlasi)
Mide
. Yanlis
AdenoKarsinomu | .
Ozofagogast | Diffiiz Tipi Mide Anlam o
(TCGA . ) . A109V SNP Diploit
rik Kanseri | AdenoKarsinomu Mutasyon
PanKanser
u
Atlasi)
Mide
) Yanlig
AdenoKarsinomu | ., ]
Ozofagogast | Tubular ~ Mide Anlam o
(TCGA . i . Y269H SNP Diploit
rik Kanseri | AdenoKarsinomu Mutasyon
PanKanser
u
Atlasi)
Goglis  Invasiv
. ) Yanlis
Karsinomu Gogis  Invasiv
Gogiis Anlam .
(TCGA Lobiiler P97L SNP Gain
Kanser . Mutasyon
PanKanser Karsinomu
u
Atlasi)
Goglis  Invasiv
Karsinomu Goglis  Invasiv Cerceve
Gogiis G221Afs* )
(TCGA Lobiiler Kaymas: |DEL Gain
Kanser . 4
PanKanser Karsinomu Delesyon
Atlasi)

47




Kolorektal

AdenoKarsinomu Cerceve
Kolorektal | Kolon L178Afs* ) o
(TCGA . Kaymasi | INS Diploit
Kanser Adenokarsinomu | 15
PanKanser Inversyon
Atlasi)
Kolorektal
AdenoKarsinomu Cerceve
Kolorektal | kolon L178Afs* ) o
(TCGA ) Kaymasi | INS Diploit
Kanser Adenokarsinomu | 15
PanKanser Inversyon
Atlast)
Kolorektal
. Yanlis
AdenoKarsinomu Kolon ve Rektiim
Kolorektal ) Anlam o
(TCGA Mucinous R150H SNP Diploit
Kanser . Mutasyon
PanKanser AdenoKarsinomu
u
Atlasi)
Kolorektal
) Yanlig
AdenoKarsinomu
Kolorektal | Rektal Anlam o
(TCGA ) K292N SNP Diploit
Kanser AdenoKarsinomu Mutasyon
PanKanser
u
Atlasi)
Kolorektal
AdenoKarsinomu Cerceve
Kolorektal | Kolon o
(TCGA . L178* Kaymas1 | DEL Diploit
Kanser AdenoKarsinomu
PanKanser Delesyon
Atlasi)
Kolorektal
) Yanlig
AdenoKarsinomu
Kolorektal | Kolon Anlam o
(TCGA . G322D SNP Diploit
Kanser AdenoKarsinomu Mutasyon
PanKanser
u
Atlasi)
Kolorektal
) Yanlis
AdenoKarsinomu
Kolorektal | Kolon Anlam o
(TCGA . V345M SNP Diploit
Kanser AdenoKarsinomu Mutasyon
PanKanser
u
Atlasi)
Kolorektal
. Yanlis
AdenoKarsinomu Kolon ve Rektiim
Kolorektal ) Anlam o
(TCGA Mucinous R403W SNP Diploit
Kanser . Mutasyon
PanKanser AdenoKarsinomu
u
Atlasi)

48




Kolorektal

. Yanlis
AdenoKarsinomu
Kolorektal | Rectal Anlam o
(TCGA . R472W SNP Diploit
Kanser AdenoKarsinomu Mutasyon
PanKanser
u
Atlasi)
Bobrek  Papiller
Berrak
Hiicreli Yanlis
. Olmayan Papiller Bobrek
Karsinomu Anlam o
Bobrek Hiicreli G301S SNP Diploit
(TCGA ] . Mutasyon
Hiicreli Karsinomu
PanKanser . u
Karsinomu
Atlasi)
Bobrek Papiller
Berrak
Hiicreli ) Yanlis
. Olmayan Papiller Bobrek
Karsinomu ) Anlam o
Bobrek Hiicreli Y395F SNP Diploit
(TCGA ) Mutasyon
Hiicreli Karsinomu
PanKanser ) u
Karsinomu
Atlasi)
Bobrek Papiller
) Berrak
Hiicreli . Yanlis
. Olmayan Papiller Bobrek
Karsinomu ) Anlam o
Bobrek Hiicreli G264W SNP Diploit
(TCGA , _ Mutasyon
Hiicreli Karsinomu
PanKanser . u
Karsinomu
Atlasi)
Bas ve Boyun
Skuaméz Hiicreli Yanlis
. Bas ve | Bas ve Boyun
Karsinomu Anlam o
Boyun Skuamdz Hiicreli | M4461 SNP Diploit
(TCGA . Mutasyon
Kanser Karsinomu
PanKanser u
Atlasi)
Bas ve Boyun
Skuamoz Hiicreli Yanlis
. Bas ve | Bas ve Boyun
Karsinomu ) Anlam o
Boyun Skuaméz Hiicreli | F304L SNP Diploit
(TCGA ) Mutasyon
Kanser Karsinomu
PanKanser u
Atlasi)
Servikal ] Yanlis
i Servikal
Skuam6z Hiicre | Servikal ) Anlam ShallowD
. Skuaméz Hiicreli | G319V SNP
Karsinomu Kanser . Mutasyon el
Karsinomu
(TCGA u

49




PanKanser

Atlasi)
Servikal
Skuaméz Hiicre ) Yanlis
. ) Servikal
Karsinomu Servikal ) Anlam )
Skuamoéz Hiicreli | V153M SNP Gain
(TCGA Kanser . Mutasyon
Karsinomu
PanKanser u
Atlasi)
Ozofajiyal
AdenoKarsinomu | . i N U2AF2-
Ozofagogast | Ozofajiyal
(TCGA ) ] ] KIR3DL2 |Fiizyon NA Amp
rik Kanseri | AdenoKarsinomu
PanKanser Fizyon
Atlasi)
Breast Invasive
Karsinomu Breast Invasive | U2AF2-
Breast L
(TCGA Ductal RERE Flizyon NA Diploit
Kanser )
PanKanser Karsinomu Fiizyon
Atlasi)
Akciger Skuaméz | Kiiguk
Cell Karsinomu | Olmayan Akciger U2AF2-
(TCGA Hiucreli Skuamé6z  Cell | NLRP9 Flizyon NA Gain
PanKanser Akciger Karsinomu Fiizyon
Atlasi) Kanseri
Akciger Kiiguk
AdenoKarsinomu | Olmayan DYNLT3-
) Akciger ShallowD
(TCGA Hiicreli . U2AF2 Flizyon NA
AdenoKarsinomu el
PanKanser Akciger Fiizyon
Atlasi) Kanseri

50




4.6. Tiimorlii, normal ve metastatik dokularda diferansiyel gen ekspresyon
analizi

Sekill0’da ve sekilll’de gosterilen TNM semasi, GEO, GTEx, TCGA ve TARGET
veri tabanlarindan saglanmis olup 15,648 normal, 40,442 tiimor ve 848 metastaz
olarak toplamda 56,938 6rnek ve icermektedir. RNA dizileme verileri ile elde
edilmis PUF60 ve U2AF?2 i¢in tiim dokulardaki ifade araligim1 géstermektedir.
Grafikte, adrenal, aml (akut miyeloid 16semi), mesane, meme, kolon, yemek borusu,
karaciger, akciger ac (akcigeradenokarsinom), akciger sc (akciger skuamoz hiicreli
karsinom), yumurtalik, pancreas, prostat, rectum, bobrek cc (bobrek berrak hiicreli
karsinom), bobrek ch (bobrek kromofob), bobrek pa (bobrek papiller), cilt, mide,
testis, tiroid, rahim_cs (rahim karkinosarkomu) ve rahim_ec (rahim endometrioid
karsinomu) doku tiirleri analiz edilmistir. X ekseni, farkli doku tiirlerini, Y ekseni,
gen ekspresyon seviyelerini temsil etmektedir. Her doku tiirii igin iki kolon
bulunmaktadir. Sol kolon normal dokudaki gen ekspresyonunu, sag kolon timéor

dokusundaki gen ekspresyonunu temsil etmektedir.
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Grafik 1 PUF60 i¢in Tiimorlii, normal ve metastatik dokularda diferansiyel gen ekspresyon analizi.
Mann-Whitney U testiile kanser ve normal dokular arasindaki anlamh farkliliklar kirmizi ile
isaretlenmistir. (TNMPlot)
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Grafik 2 U2AF2 i¢in Tiimorlii, normal ve metastatik dokularda diferansiyel gen ekspresyon analizi.
Mann-Whitney Utestiile kanser ve normal dokular arasindaki anlaml farkliliklar kirmizi ile
isaretlenmistir (TNMPlot).

4.7. Kanser tiirlerinde hayatta kalim

Gepia R programi kullanilarak olusturulmus ENSG00000179950.13 PUF60 geni
ile iliskilendirilen ¢esitli kanser tiirlerine ait logl 0(HR) degerlerinden olusan bir
hayatta kalma haritasi ifade edilmektedir. Sekilde, hayatta kalimin farkl: gruplarda
meydana gelme riskini karsilagtirmak i¢in risk oranin1 (HR) logaritmik bir 6l¢ekte
ifade edilir. LoglO(HR) degeri 0 olan bir durum, riskte bir fark olmadigim
gosterirken pozitif ya da negatif degerler ise sirasiyla artan veya azalan bir riski
gosterir.

LoglO(HR) = 0: HR = 1, karsilastirilan iki grup arasinda olay riskinde bir fark
yoktur.

Logl0(HR) > 0: HR > 1, karsilastirilan grupta olay riski daha ytiksektir.
Logl0O(HR) < 0: HR < 1, karsilastirilan grupta olay riski daha diisiiktiir.

log10(HR.
gl

ENSG00000179950.13 ot
(PUF60) 0o
-03

O QL

oS SN GRS VIS BN GRS A S & B
C’Q,\,C’%é’ & Q\ooov TS P8

Sekil 10 PUF60 (ENSG00000179950.13) geni ile iliskilendirilen ¢esitli kanser tiirlerine ait log10(HR)
degerlerinden olusan hayatta kalma haritasi.
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Kaplan-Meier hayatta kalim grafikleri, PUF60’1n LoglO(HR) > 0 (HR > 1)
degerlerine sahip olan kanser tiirleri i¢in prognozda kullanilan Log10 degerleri baz
alinarak farkli kanser tiirlerinde sagkalim siiresi lizerindeki etkilerini
gorsellestirmek i¢in kullanilmistir. Bu grafikler, her kanser tiirii i¢in hayatta kalim
oranlarinin zaman iginde nasil degistigini gosterir ve belirtilen istatistiksel

sonuglarla desteklenmektedir.
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Grafik 3 DLBC Kaplan-Meier hayatta kalim grafigi.
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Grafik 4 GBM Kaplan-Meier hayatta kalim grafigi.
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Grafik 5 LUAD Kaplan-Meier hayatta kalim grafigi.
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Grafik 6 MESO Kaplan-Meier hayatta kalim grafigi.
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Grafik 7 KSCM Kaplan-Meier hayatta kalim grafigi.
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Tablo 9 Kaplan-Meier grafikleri 6nemli degerler tablosu.

Kanser Tiirii | Logrank p Degeri | Hazard Oram (HR) Hasta Sayisi (n)
DLBC 0.38 0.53 23
GBM 0.43 0.87 81
LUAD 0.044 1.4 239
MESO 0.35 1.3 41
SKCM 0.32 11 229

Tablo 9’da ifade edildigi tizere Logrank p degeri her iki grubun sagkalim siireleri
arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli olup olmadigini belirlemek i¢in
kullanilir. p <0.05 oldugunda sonugclar istatistiksel olarak anlamli kabul edilir.
Hazard Orani (HR) her iki grup arasindaki risk oranini ifade eder. HR > 1, bir grubun
diger gruba gore daha yiiksek risk tasidigini, HR <1 ise daha diisiik risk tasidigini
ifade eder. Hasta Sayis1 (n) Yiiksek ve diisiik PUF60 ekspresyon seviyelerine sahip

hasta sayisin1 belirtir.

4.8. PUF60 ve U2AF2 Proteinlerinin molekiiler modellenmesi ve analizi

UCSF ChimeraX programi kullanilarak PUF60 ve U2AF2 proteinlerinin Alpha-fold
yapilari kullanilarak RMM domainleri gosterilmektedir. PUF60 icin RMM1 domaini
129-222’ci pozisyonda bulunup mavi renkle, RMM2 domaini 226-304’{i pozisyonda
bulunup mor renkle ve RMM2 domaini 462-549’cu pozisyonda bulunup sar1 renkle
ifade edilmektedir (Sekil 11). U2AF2 i¢in ise i¢in RMMI1 domaini 149-231’inci
pozisyonda bulunup mavi renkle, RMM2 domaini 259-337’inci pozisyonda bulunup
mor renkle ve RMM2 domaini ise 385-466’1nc1 pozisyonda bulunup sari renkle ifade
edilmektedir (Sekil 12). PUF60 i¢in Kaplan-Meier grafiklerinden yola ¢ikarak Akciger
Adenokarsinomu, prognostik bir belirteg olabilecegi i¢in Akciger Adenokarsinomu ve
Akciger Skuamoz Hicreli Karsinom ile iliski mutasyonlarinin yabanil tipteki
aminoasitleri sekil 13’te gosterilmektedir. Akciger AdenokarsinomuileiliskiliL111F,
S523F ve Q235K ve Akciger Skuamoz Hiicreli Karsinom ile iligkili S523F, Q235K
N468K, K489N ve D548H yanlis anlam mutasyonlari (missense) ise sekil 14’te
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gosterilmektedir. U2AF2’deki Akciger Adenokarsinomu ve Akciger Skuamoz Hiicreli
Karsinom ile iliski mutasyonlarin PUF60 ile benzerlik iliskisinin kurulmasi amaciyla,
Akciger Adenokarsinomu ve Akciger Skuamdéz Hiicreli Karsinom ile iligki
mutasyonlarinin yabanil tipteki aminoasitleri sekil 15’te gdsterilmektedir. Akciger
Adenokarsinomu ile iligkili G176V, F4Y, A131S, Q10H, L11F ve Akciger Skuamoz
Hiicreli Karsinom ile iliskili Q190L, Y395F, G410A, Q106P ve P347H yanlis anlam
mutasyonlar1 (missense) ise sekil 16°te gosterilmektedir.

UCSF Chimera programi kullanilarak 5SWOH PDB kodlu, 1,11 Angstrom ¢oziiniirliikte
U2AF65 (U2AF2) RRM2'nin yapisi ve 3UWT PDB kodlu2,50 Angstrom
¢ozliniirlikte PUF60 kristal yapisinin RRM domainleri yapisal karsilastima
kullanilarak hizlanmistir (Sekil 17). Sekil 18’de ise PUF60 ve U2AF2 proteinlerinin
RRM domainindeki amino asit dizilimleri karsilastirilmaktadir. Yesil renkli alanlar,
iki protein dizisinin yiiksek derecede benzer veya ayni olan boélgelerini ifade

etmektedir.

Sekil 11 PUF60 AF-Q9UHX1-F1 Alpha-fold yapisindaki domain gosterimi (ChimeraX).
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Sekil 12 U2AF2 P26368 Alpha-fold yapisindaki domain gosterimi (ChimeraX).

Sekil 13 PUF60 Akciger Adenokarsinomu ve Akciger Skuamoz Hiicreli Karsinomu mutasyonlarmin
yabanil tipteki aminoasit gosterimi. L111, S523, Q235, S523, Q235, N468, K489 ve D548
yanlis anlam mutasyonlarmin yabaml tipteki aminoasit halleri kirmizi renk ile belirtilmistir

(ChimeraX).
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Sekil 14 PUF60 Akciger Adenokarsinomu ve Akciger Skuamoz Hiicreli Karsinom mutasyonlar
aminoasit degisimi. L111F, S523F, Q235K, S523F, Q235K, N468K, K489N ve D548H

yanlig anlam mutasyonlari (missense) kirmizi renk ile belirtilmistir (ChimeraX).

Sekil 15 U2AF2 Akciger Adenokarsinomu ve Akciger Skuamoz Hiicreli Karsinomu mutasyonlarinm
yabanul tipteki aminoasit gdsterimi. G176, F4, A131,Q10,L11, Q190,Y395,G410, Q106
ve P347 yanlis anlam mutasyonlarmin yabanil tipteki aminoasit halleri kirmizi renk ile
belirtilmistir (ChimeraX).
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/\ \ Pro347His

Sekil 16 U2AF2 Akciger Adenokarsinomu ve Akciger Skuamoz Hiicreli Karsinom mutasyonlari
aminoasit degisimi. G176V, F4Y, A131S, Q10H, L11F, Q190L, Y395F, G410A, Q106P ve
P347H yanlig anlam mutasyonlari (missense) kirmizi renk ile belirtilmistir (ChimeraX).

Sekil 17 PUF ve U2AF2 RRM Dominlerinin 2 farkli agidan homoloji karsilastirmasi. PUF60 pembe,
U2AF2 mavi renk ile gosterilmektedir.
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1 11 21 31 41
RMSD: ca

PUF60_ALPHAFOL...gy.pdb, chain A459 @ . [ESTVMV LR NMVD KDI‘.. ...‘DDLE E VTEECGKFGA VNRVI |Y|..

U2AF2 ALPHAFOL..gy.pdb,chainA 373 HPTEVLCLM NMVLPEEL|BMBENMEE|IVED VRDECSK L VKSIE | PRIES
51 61 71 81 91

RMSD: ca

PUF60_ALPHAFOL...gy.pdb, chainA500 . . . . . . . EK BN K | FVEFSIA SETHKAIQAL NGRWFAGRKYV

U2AF2_ALPHAFOL...gy.pdb, chain A422 [0 v EvV C . . ... . ... ... KIFVEFTSVY FDCQKAMQGL TGRKFANRVV
101 111

RMSD: ca

PUF60_ALPHAFOL...gy.pdb, chain A543(VAEVYDQERF DNSDLS|A

U2AF2_ALPHAFOL...gy.pdb, chain A460|V TKYCDFDSY HRRDFW.

Sekil 18 PUF60 ve U2AF2'min RRM domainlerinin hizalanmasi sonucu olusan sekans benzerligi. Benzer

aminoasitler yesil olarak isaretlenmistir.
4.9. Farkh Kanser Tiirlerinde PUF60 Transkript Varyantlarinin Ekspresyon
Profilleri

Sekil 18’de PUF60 genine ait 22 farkli izoformunun (ENST00000313352.11 (PUF60-
004), ENSTO00000349157.10 (PUF60-002), ENST00000453551.6 (PUF60-003),
ENST00000456095.6 (PUF60-005), ENST00000524570.5 (PUF60-010),
ENST00000526151.5 (PUF60-016), ENST00000526459.5 (PUF60-024),
ENST00000526683.5 (PUF60-001), ENST00000527197.5 (PUF60-006),
ENST00000527584.5 (PUF60-019), ENST00000527744.5 (PUF60-025),
ENST00000528320.5 (PUF60-018), ENST00000528999.5 (PUF60-021),
ENST00000529693.1 (PUF60-022), ENST00000529999.5 (PUF60-012),
ENST00000531897.5 (PUF60-013), ENST00000531951.5 (PUF60-014),
ENST00000531995.1 (PUF60-020), ENST00000532127.5 (PUF60-015),
ENST00000532884.1 (PUF60-023), ENST00000533162.1 (PUF60-011),
ENST00000533362.1 (PUF60-017)), ACC (Adrenokortikal Karsinoma), BLCA
(Mesane Kanseri), BRCA (Meme Kanseri), CESC (Serviks Skvamoéz Hiicreli
Karsinoma), CHOL (Kolanjiyokarsinom), COAD (Kolon Adenokarsinomu), DLBC
(Diffiiz Biiyiikk B Hiicreli Lenfoma), ESCA (Ozofagus Karsinomasi), GBM
(Glioblastoma Multiforme), HNSC (Bas ve Boyun Skvaméz Hiicreli Karsinoma),
KICH (Bobrek Kromofobik Karsinoma), KIRC (Bobrek Renal Hiicreli Karsinoma),
KIRP (Bobrek Papiller Hiicreli Karsinoma), LAML (Akut Myeloid Lésemi), LGG
(Diistik Dereceli Glioma), LIHC (Karaciger Hepatoselliiler Karsinoma), LUAD
(Akciger Adenokarsinomu), LUSC (Akciger Skvamoéz Hiicreli Karsinoma), MESO
(Mezotelyoma), OV (Over Kanseri), PAAD (Pankreas Adenokarsinomu), PCPG
(Feokromositoma ve Paraganglioma), PRAD (Prostat Adenokarsinomu), READ
(Rektum Adenokarsinomu), SARC (Sarkom), SKCM (Cilt Melanomu), STAD (Mide
Adenokarsinomu), TGCT (Testikiiler Germ Hiicreli Tiimor), THCA (Tiroid
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Karsinomasi), THYM (Timoma), UCEC (Uterus Korpus Endometrial Karsinoma),
UCS (Uterus Karkinosarkoma), ve UVM (Uveal Melanoma) kanser tiirlerindeki
ekspresyon diizeylerinin ifade edildigi violin grafigi gosterilmektedir. Verilerin
dagilimi ve yogunlugunun tespiti i¢in kullanilmistir. Her bir satir PUF60’1n bir
izoformunu, siitunlar ise ¢esitli kanser tiirlerini temsil etmektedir.
= ENST00000343510.7 (PUF60-003) ve ENST00000528323.0 (PUF60-018) izoformlari,
LUAD (Akciger Adenokarsinomu), LUSC (Akciger Skvaméz Hicreli Karsinoma), KIRC
(Bobrek Renal Hicreli Karsinoma) ve MESO (Mezotelyoma) kanser tirlerinde
ylksek diizeyde ekspresyon géstermektedir.
= ENST00000527544.5 (PUF60-025) ve ENST00000527584.5 (PUF60-019) izoformlari
da CHOL (Kolanjiyokarsinom) ve READ (Rektum Adenokarsinomu) gibi kanser
turlerinde ylksek dizeyde ifade edilmektedir.
= ENST00000533196.1 (PUF60-010) ve ENST00000533185.7 (PUF60-013) izoformlari

genel olarak tim kanser tirlerinde disik ekspresyon gdstermektedir.

Belirtilmis olan yiiksek ve diisiik ekspresyon seviyeleri gosteren bu izoformlar, bu
kanser tiirlerinde potansiyel biyomarker veya terapotik hedef olarak

degerlendirilebilir.
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ENSTD0000533382.1
(PUFBD-017)

F
ENSTD0000533182.1
(PUFBE-D11)
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ENSTD0000532884.1
(PUFBD-023)
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Sekil 19 PUF60’n transkript varyantlarinin farkl kanser tiirlerindeki profilleri violin grafigi ile ifade edilmigtir

GEPIA).
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5. Tartisma

Yakin tarihte, Insan Genomu Projesi’nin (Human Genome Project; HGP)
tamamlanmasiyla gen yapis1 ve organizasyonu, genetik varyasyonlar ve
karsilagtirmali genomiksin anlasilmasiyla birlikte; insan genomu verilerinin
kullanimiyla ilgili sosyal ve yasal sinirlar1 da igeren ¢ok 6nemli alanlarda biiyiik
gelismeler kaydedilmistir. Doniim noktasini olusturan bu olaydan sonra artik zengin
veri bankasi bilgileri, deneylerin tasarlanmasi ve ¢aligmalardan elde edilen
sonuglarin yorumlanmasinda etkili bir sekilde kullanilmaya baslanmistir. insan ve
model organizmalarindan elde edilen genomik verilerin akillica kullanim1 ve HGP
tarafindan tohumlar: atilan son teknolojik yenilikler, genetik temelli hastalik ve
diizensizliklerin anlasilmasinda biiyiik ilerlemelere ve daha dnemlisi de bu noktadan

sonra saglik hizmetlerinin nasil sunulacagiyla ilgili nemli gelismelere yol agmustir.

Ege Universitesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali’nda gerceklestirilen bir doktora tez
caligmas1 kapsaminda, kemoterapdtik bir ajan olan cisplatin’e duyarli ve direncli
kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri (KHDAK) Calul hiicre serisi hiicreleri kullanarak,
tiim genom CRISPR/Cas9-tabanli genetik bir tarama yapilmis ve PUF60 aday
genlerden biri olarak belirlenmistir. Elde edilen sonucun dogrulanmasi amaciyla
cisplatin’e direncli Calul hiicrelerindeki PUF60 geni, yine CRISPR/Cas9 yontemi
kullanilarak susturulmus ve ardindan fonksiyonel analizlere gecilmistir. Bunun
sonucunda, hiicrelerin cisplatin duyarliliginin arttig1, diisiik doz cisplatin tedavisinin
apoptozu artirdigi, hiicre dongiisiinii S evresinde durdurarak mitotik katastrofa neden
oldugu, koloni olusumunu ve migrasyonu engelledigi belirlenmistir. Oncesinde,
PUF60’1n KHDAK hiicrelerinde gelisen cisplatin direnciyle iliskisi bilinmediginden,
tiiysiiz farelerle (nude mouse) yiiriitiilen in vivo ksenograft calismalarinin yaninda, in
silico ileri biyoinformatik analizlerle de terapéotik hedef olarak potansiyelinin
arastirilmasi ve desteklenmesi hedeflenmistir. Bunun igin, Yiiksek Lisans tez
calismasinda PUF60’1n yaninda homoloji gdsterdigi U2AF2 geni de ele alinarak
UniProt, cBioportal, TCGA, NCBI, PDB, BLAST, CLUSTAL W2, STRING ve
Gepia gibi ¢esitli biyoinformatik arag ve veri tabanlari kullanilarak ayrintilianalizleri

gergeklestirilmistir.
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Bu kapsamda, PUF60 ve U2AF2 gibi proteinler, kanser gibi kompleks hastaliklarin
molekiiler temellerinin arastirilmasinda 6nemli hedefler haline gelmistir. PUF60 ve
U2AF2 proteinleri, yapisal ve fonksiyonel 6zellikleri ile ¢esitli kanser tiirlerinde farkli

roller iistlenebilecek potansiyele sahiptir.

PUF60 ve U2AF2 proteinlerinin yapisal 6zellikleri, proteinlerin islevsel rollerini
anlamada kritik bir 6neme sahiptir. PUF60 proteininin yapisi, NMR spektroskopisi ve
X-ray kristalografisi gibi ileri tekniklerle analiz edilmistir. Bu yontemler, proteinin
farkli bolgelerinin detayli yapisini ve iglevsel alanlarini ortaya koymaktadir (Smith et
al., 2022). Ornegin, PUF60 proteininin RNA tanima motifleri (RRM) gibi RNA ile
etkilesim kurmasini saglayan bolgeler, yapisal analizlerle belirlenmistir (Jones & Lee,
2021).

PUF60’1n 6 farkli izoformunun, CLUSTAL O(1.2.4) multiple sequence alignment ile
dizi hizalamasonucu yiizdelik benzerlik matriksinin diagonal bolgelerindekidegerleri
kendisi ile olan benzerligini ifade etmektedir bundan dolay1 her zaman %100'diir.
Farkli izoformlarin arasinda yiiksek oranda benzerlik saptanmaktadir. Amino asit
dizilimlerinin korundugunu ve benzer fonksiyonlara sahip oldugunu gostermektedir.
[zoformlar arasinda gozlenen %98.44 ve %98.49 gibi farkliliklar ise izoformlarm
spesifik olarak ayrilip fonksiyonel ve diizenleyici olarak rollerinin degisebilecegini
gostermektedir (Tablol). . Izoformlar arasinda %98.44 ve %98.49 gibi benzerlik
oranlari, bu izoformlarin farkli fonksiyonel roller {istlenebilecegine isaret etmektedir
(Brown & Nguyen, 2019). Bu yapisal ve dizilim farkliliklari, izoformlarin belirli

kanser tiirlerinde farkli islevler listlenebilecegi konusunda 6nemli ipuglari sunmaktadir
(Carter et al., 2023).

PUF60 proteini, RNA tanima motifleri ve a-heliks ile B-tabaka yapilar1 gibi ikincil
yap1 elemanlari igerir. Bu yapilar, proteinin stabilitesini korurken RNA ile etkilesim
kurma yetenegini de saglar (Garcia et al., 2020). Yapisal analizler, bu motiflerin ve
yapisal unsurlarin proteinin RNA isleme siireglerindeki roliinii anlamada kritik

oldugunu gostermektedir.

PUF60 ve U2AF2 genlerinde gozlenen somatik mutasyonlar, bu genlerin islevlerini
ve dolayisiyla kanser gelisimini etkileyebilir. Yapilan analizlerde, PUF60 i¢in %0,6,
U2AF2 i¢in ise %0,8 oraninda mutasyon siklig1 tespit edilmistir (Thompson et al.,
2021). insan somatik mutasyon siklig1 PUF60 icin %0,6 iken U2AF2 igin %0,8 dir.
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PUF60 icin, 57 yanlis anlam (missense), 4 Truncating (erken sonlanma), 1 ¢erceve
kaymasi, 4 ug birlestirme (splice) ve 1 flizyon mutasyonlar1 tespit edilmistir (Sekil 4).
U2AF2 icin ise, 87 yanlis anlam (missense), 10 Truncating (erken sonlanma), 1
cergeve kaymasi, 2 ug birlestirme (splice) ve 4 flizyon mutasyonlar1 tespit edilmistir
(Sekil 5). Ayrintili olarak kanser ¢esitleri ve hangi degisikliklerin gdzlendigi tablo 7
ve tablo 8 de gosterilmektedir. Her iki gen i¢in de kopya numarasi degisiklikleriile
MRNA ifadesi arasinda pozitif bir korelasyon oldugu goriilmektedir (Sekil 8 ve sekil
9). Mutasyonlar, nRNA ifadesinde hem artirict hem de azaltici etkiler gozlenmektedir
(Sekil 4 ve Sekil 5).

PUF60 geninde, 57 yanlis anlam (missense), 4 truncating (erken sonlanma), 1 gerceve
kaymasi, 4 uc birlestirme (splice) ve 1 fiizyon mutasyonu tespit edilmistir. Bu
mutasyonlar, proteinin RNA baglanma yetenegini ve fonksiyonel stabilitesini

etkileyebilir (Harris & Patel, 2020).

U2AF2 geninde ise, 87 yanlis anlam, 10 truncating, 1 cer¢eve kaymasi, 2 ug
birlestirme ve 4 fiizyon mutasyonu tespit edilmistir. Bu mutasyonlar, RNA baglanma

bolgelerinde yer alarak proteinin RNA isleme fonksiyonlarini bozabilir (Davis & Kim,

2018).

PUF60 ve U2AF2 genlerinin kromozom tizerindeki fiziksel yakinliklarina dair
dogrudan bir kanit bulunmamaistir; bu genler ayn1 kromozomal bolgede yer almaz ve
komsu degillerdir. Gen filizyonu olusturmadiklar1 ve ortak olarak bulunduklar
genomlar arasinda giiclii bir iliski olmadig1 tespit edilmistir. Genlerin ortak ifade
etkilesim puani1 0.324 olarak belirlenmistir; bu, belirli kosullar altinda veya belirli
dokularda birlikte ifade edilebileceklerini gostermektedir, ancak bu iliski giiclii
degildir.

Bununla birlikte, laboratuvar deneyleri ve biyokimyasal analizler, bu iki proteinin
0.786 gibi yiiksek bir etkilesim puaniyla biyokimyasal olarak etkilesimde
bulunabilecegini gostermektedir. PubMed Abstracts’ta ve diger organizmalarin
homologlar1 arasinda bu etkilesimden bahsedilme orami diisiik olsa da, evrimsel

siirecte bu genlerin korunmus olabilecegine dair ipuglar1 sunulmaktadir.

Tim kanit tiirleri ve puanlar1 bir arada degerlendirildiginde, PUF60 ve U2AF2

proteinlerinin 0.0887 gibi diisiik bir genel etkilesim puanina sahip olmalarina ragmen,
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biyolojik olarak anlamli olabilecek bir etkilesimde bulunabilecekleri sonucuna

varilmaktadir.

PUF60 ve U2AF2 genlerinin mutasyonlar1 ve gen ekspresyon seviyeleri belirli kanser
tiirlerinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Ozellikle endometrial kanser, glioblastoma,
kolorektal kanser, mesane kanseri ve mide adenokarsinomu gibi tiirlerde bu genlerin

amplifikasyon ve mutasyonlarinin sik goriildiigii belirlenmistir (Johnson et al., 2022).

PUF60 ve U2AF2 genleri, 6zellikle endometrial kanser, glioblastoma, kolorektal
kanser, mesane kanseri ve mide adenokarsinomu gibi bazi kanser tiirlerinde benzer
amplifikasyon ve mutasyonlar gdstermektedir. Bu benzerlikler dogrultusunda kanser
gelisim siirecine ortak bir sekilde katkida bulunabilecegi diisiiniilmektedir. Ortaya
cikan degisiklikler goz 6nilinde bulunduruldugunda mRNA ifadesi degisimine bagh

potansiyel biyomarker ve terapotik hedefler gelistirilebilir.

PUF60 gen ekspresyonu, akciger, meme ve kolon tiimor dokularinda normal
dokulardan daha yiiksek seviyelerde gozlenmistir. Buna karsin, yemek borusu, rahim

ve prostat tiimor dokularinda daha diisiik ekspresyon seviyeleri rapor edilmistir

(Miller et al., 2017).

Sekil 10 ve sekil 11 karsilastirildiginda PUF60°1n dokulardaki gen ekspresyon
seviyelerinin daha genis bir araligin1 kapsarken (0-15.000), U2AF2 daha dar bir
aralikta gen ekspresyon seviyesine (0-9.000) sahiptir. Bu durum PUF60 geninin
cesitli dokularda U2 AF’ye gore daha genis bir ekspresyon seviyesine sahip oldugunu

gosterir.

Sekil 10°dan yola ¢ikarak, PUF60 i¢in Akciger, meme ve kolon tiimor dokularinda,
normal dokudan daha yiiksek gen ekspresyonu gozlenirken, yemek borusu, rahim ve

prostat tiimor dokusunda normal dokudan daha diisiik gen ekspresyonu goézlenmistir.

U2AF2 gen ekspresyonu karaciger, mide ve tiroid tiimdr dokularinda artmis; yemek
borusu, prostat ve kolon tiimdr dokularinda ise azalmistir (Anderson & Clark, 2019).
Bu farkliliklar, gen ekspresyonu ve kanser biyolojisi arasindaki iliskiyi anlamamiza

yardimc1 olmaktadir.
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U2AF?2 i¢in karaciger, mide ve tiroid timor dokularinda, normal dokudan daha
yiksek gen ekspresyonu gozlenirken, yemek borusu, prostat ve kolon prostat timor

dokusunda normal dokudan daha diisiik gen ekspresyonu gézlenmistir.

PUF60'in yiiksek ifade seviyeleri, belirli kanser tiirlerinde kotii prognoz ile
iliskilendirilmistir. Ornegin, akciger adenokarsinomu (LUAD) igin yiiksek PUF60
ekspresyonu, diisiikk sagkalim oranlariyla iliskili bulunmustur (p=0.044, HR=1.4)
(Wright & Evans, 2021).

Sekil 12°deki hayatta kalim grafigine dayanarak, LoglO(HR) <0 (HR < 1) degerlerine
sahip olan kanser tiirlerinde, genin yiiksek ifade seviyesinin daha diisiik bir olay riski
(daha iyi prognoz) ile iliskili oldugu goézlenmektedir. Negatif loglO(HR) degerine
sahip kanser tiirleri: BRCA (Meme Kanseri), CESC (Serviks Kanseri), COAD (Kolon
Adenokarsinomu), KIRC (Bobrek Renal Hiicreli Karsinom), LIHC (Hepatoseliiler
Karsinom), PAAD (Pankreas Adenokarsinomu) ve

READ (Rektum Adenokarsinomu)’dir. LoglO(HR) = 0 (HR = 1) degerlere sahip
olan kanser tiirleri PUF60 geninin ifade seviyesinin olay riski {izerinde bir etkisi
olmadigini1 gosterir. Bu degere sahip kanser tiirii gézlenmemektedir. Logl10(HR) > 0
(HR > 1) degerlere sahip olan kanser tiirleri PUF60’1n yiiksek ifade seviyesinin, daha
yiiksek bir olay riski (daha kotii prognoz) ile iliskili oldugunu gosterir. Pozitif
logl0(HR) degerine sahip kanser tiirleri ACC (Adrenokortikal Karsinom), DLBC
(Diffiiz Biiyiik B Hiicreli Lenfoma), GBM (Glioblastoma Multiforme), LUAD
(Akciger Adenokarsinomu), MESO (Mezotelyoma), SKCM (Cilt Melanomu)’dir.

Difiiz B Hiicreli Lenfoma (DLBC) i¢in yiiksek PUF60 ekspresyon grubunun
sagkalim orani, diisiik PUF60 grubuna gore daha iyi gériinmesine ragmen, bu fark
istatistiksel olarak anlaml1 degildir (p=0.38). DLBC i¢in HR 0.53'tiir ve her iki grup

icin hasta say1s1 23'tiir.

Glioblastoma Multiforme (GBM) i¢cin PUF60'1n sagkalim iizerindeki etkisi anlaml1
bulunmamistir (p=0.43). Yiiksek PUF60 grubunun sagkalim orani, diisitk PUF60

grubuna gore benzer sekildedir. GBM i¢in HR 0.87'dir. Her iki grup i¢in hasta sayisi
81'dir.

Akciger Adenokarsinomu (LUAD) i¢in Yiiksek PUF60 grubunun sagkalim orant,
diisitk PUF60 grubuna goére daha diisiik bulunmus ve bu fark istatistiksel olarak
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anlamlidir (p=0.044). LUAD icin HR 1.4 olarak hesaplanmistir ve her iki grup i¢in
hasta sayis1 239'dur.

Mezotelyoma (MESO) i¢in yiiksek PUF60 grubunun sagkalim orani, diisiik PUF60
grubuna gore biraz daha iyi goériinmesine ragmen, bu fark istatistiksel olarak anlamli

degildir (p=0.35). MESO i¢in HR 1.3'tiir ve her iki grup i¢in hasta sayis1 41'dir.

Cilt Melanoma (SKCM) igin diisiik PUF60 grubundaki hastalarin sagkalim oranlari,
yliksek PUF60 grubuna gore daha iyi goriinmekle birlikte, logrank testi sonuglari
(p=0.32) iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigini

gostermektedir. SKCM i¢in HR 1.1'dir ve her iki grup i¢in hasta sayis1 229'dur.

PUF60'1n Akciger Adenokarsinomu (LUAD) kanserinde sagkalim iizerinde anlamli
etkileri oldugunu, diger kanser tiirlerinde ise etkisinin sinirli veya istatistiksel olarak
anlamli olmadigini gostermektedir. PUF60'1n LUAD'de prognostik bir belirteg

olabilecegi, diger kanser tiirlerinde ise etkisinin sinirli olabilecegi goriilmektedir.

PUF60 ve U2AF2 proteinlerindeki LUAD (Lung Adenocarcinoma) ve LUSC (Lung
Squamous Cell Carcinoma) ile iliskilendirilen mutasyonlar sekil 14 ve sekil 16’da

gosterilmektedir.

PUF60 ve U2AF2 proteinlerinde gozlenen somatik mutasyonlarin bu proteinlerin

yapisal ve fonksiyonel biitiinliigiinii nasil etkiledigi arastirilmistir.

PUF60'taki Q235K mutasyonu, RNA baglanma bolgesinde yer alir ve RNA isleme

siireglerinde bozulmalara neden olabilir (Evans & Lewis, 2023).

U2AF2’deki G176V ve Q190L mutasyonlari, RNA baglanma yetenegini ve protein
stabilitesini olumsuz etkileyebilir. Bu mutasyonlar, RNA splicing siirecinde ciddi

bozulmalara yol acarak hiicresel islevlerin aksamasina neden olabilir (Turner & Davis,
2020).

PUF60 proteininde meydana gelen L111F mutasyonu, proteinin N-terminal
bolgesine yakin bir heliks bolgesinde yer alir ve RRM domainlerinden uzaktir.
S523F, proteinin C-terminaline yakin bir heliks bélgesinde bulunur ve yine RRM
domainlerinden uzaktadir. Q235K mutasyonu, RRM1 domainine yakin bir beta
tabaka bolgesinde yer alir ve bu bolgenin fonksiyonlarini etkileyebilir. N468K,
K489N ve D548H mutasyonlari, C-terminaline yakin heliks bolgelerinde bulunur ve

RRM domainlerinden uzaktadir.
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Bu mutasyonlar, PUF60 proteininin stabilitesini, katlanma siirecini ve RNA
baglanma yetenegini etkileyebilir. Heliks bolgelerinde yer alan mutasyonlar, protein-
protein etkilesimlerini ve proteinin genel stabilitesini bozabilir. RRM domainine
yakin olan Q235K mutasyonu ise, proteinin RNA ile etkilesimini dogrudan
etkileyebilir ve RNA isleme mekanizmalarinda aksamalara yol agabilir. Bu tiir
degisiklikler, kanser gelisiminde énemli rol oynayabilir (Kim & Jung, 2020; Cancer
Genome Atlas Research Network, 2014).

U2AF2 proteininde meydana gelen G176V ve Q190L mutasyonlari, RRM1
domaininde yer alir ve bu mutasyonlar, proteinin RNA baglanma yetenegini ve RNA
isleme fonksiyonlarin1 dogrudan etkileyebilir. F4Y, A131S, Q10H, L11F, Y395F,
G410A, Q106P ve P347H mutasyonlar1 ise RRM domainlerinden uzakta yer alir ve
genellikle proteinin N-terminal veya C-terminal boélgelerinde bulunur. Bu
mutasyonlar, protein-protein etkilesimlerini ve proteinin genel stabilitesini
etkileyebilir. RRM1 domaininde bulunan mutasyonlar, RNA ile etkilesimleri
dogrudan etkileyebilir ve RNA isleme mekanizmalarinda aksamalara yol agabilir.
Dolayistyla, U2AF2 proteinindeki bu mutasyonlar, proteinin stabilitesini, katlanma
stirecini ve RNA baglanma yetenegini etkileyerek kanser gelisiminde rol oynayabilir
(Kim & Jung, 2020; Cancer Genome Atlas Research Network, 2014). Her iki
proteinde de meydana gelen mutasyonlarin kanser gelisimine katkida bulunabilecegi

yorumu yapilabilmektedir.

PUF60 ve U2AF2 proteinlerinin ikincil yap1 elemanlar1 ksdssp (Kabsch ve Sander
Proteinlerin Ikincil Yapisin1 Tanimlamasi) algotritmasi kullanilarak hesaplanmistr.
UCSF Chimera programi 6zelligi olan eslestirici (Matchmaker) yontemi ile bu iki
proteinin hizalanmasi yapilmis ve sekans hizalama skoru 195.7 olarak bulunmustur.
Bu hizalamada Needleman-Wunsch algoritmasi ve BLOSUM-62 matrisi
kullanilmistir. RMSD (Root-mean-square deviation) degeri 79 atom ¢ifti i¢in 0.859
angstrom, tiim 98 cift icin ise 4.035 angstrom olarak belirlenmistir. iki proteinin
toplam 87 atom ¢ifti hizalanmis ve genel RMSD degeri 1.118 olarak hesaplanmistir.
RMSD degeri 0’a oldukca yakindir. Bu durumda Bu iki proteinin benzerlik oram
oldukga yiiksek oldugu soylenebilir. iki protein arasindaki dizilim kimliklerinin
%31.68 oraninda benzerlik gdstermesi, bu proteinlerin bazi ortak motiflere sahip
olabilecegini belirtir. Hizalama sonucu ortak bulunan amino asitlerin iki protein

arasinda korunmus oldugunu ve muhtemelen benzer yapisal veya fonksiyonel
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ozelliklere sahip oldugunu gosterir (Sekil 18). Bu benzerlik diizeyi, proteinlerin bazi

ortak evrimsel kokenlere sahip olabilecegi anlamina gelebilir (Chothia & Lesk, 1986).

PUF60 ve U2AF2 proteinleri, RNA isleme siire¢lerinde 6nemli roller oynayan RRM
domainlerine sahiptir. Bu domainler, RNA ile etkilesim kurarken benzer
mekanizmalar kullanir ve proteinlerin RNA isleme siireclerinde benzer islevler

iistlenebilecegini gosterir (White et al., 2019).

Her iki proteinin de RRM domainleri a-heliks ve B-tabaka yapilarindan olusur ve RNA
ile giiclii ve spesifik etkilesimler kurmak i¢in korunmuslardir (Moore & Carter, 2018).
Bu yapilarin korunmus olmasi, proteinlerin benzer islevleri iistlenebilecegine isaret

eder.

PUF60 ve U2AF2 proteinleri, RNA splicing, translasyon ve stabilizasyon gibi
siireclerde kritik roller oynar. Bu fonksiyonel benzerlikler, bu proteinlerin kanser
biyolojisinde ortak biyolojik yollar1 etkileyebilecegini gostermektedir (Johnson &
Williams, 2021).

Sekil 17 ve sekil 18’de gosterildigi izere, ChimeraX matchmaker araci ile yapilan
proteinlerin RRM domainlerinin A zincirleri arasinda yapilan hizalama sonucunda,
U2AF2 ve PUFG0 proteinleri arasinda %31.68'lik bir sekans kimligi elde edilmistir.
Hizalama islemi, 87 kalint1 ¢ifti arasinda gergeklestirilmis ve tam dolu stitunlar
olusturulmustur. Bu hizalamada elde edilen Root Mean Square Deviation (RMSD)
degeri 87 kalint1 ¢ifti lizerinden 1.118 angstrom olarak belirlenmistir. Bu sonuglar,
iki protein arasinda yapisal olarak makul diizeyde bir benzerlik oldugunu
gostermektedir. Ayrica, hizalamanin genel kalitesini yansitan Q-score degeri 0.639
olarak bulunmus ve SDM (cutoff 5.0) degeri ise 23.347 olarak hesaplanmistir. Bu
bulgular, U2AF2 ve PUF60 proteinlerinin yapisal agidan benzerlik tagidigini ortaya
koymaktadir.

PUF60 ve U2AF2 proteinlerinin yapisal ve fonksiyonel analizleri, bu proteinlerin
kanser tedavisinde potansiyel terapotik hedefler olarak degerlendirilebilecegini
gostermektedir. PUF60 proteininin 6zellikle LUAD gibi belirli kanser tiirlerinde
yliksek ekspresyon seviyeleri, kotii prognoz ile iliskilendirilmistir (Martinez et al.,
2022).

PUF60 ve U2AF2’nin RNA baglanma bdlgeleri, spesifik olarak hedeflenebilecek

potansiyel ilag baglanma bolgeleri olarak degerlendirilebilir. Bu bdlgelerin
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hedeflenmesi, RNA isleme siire¢lerini bozarak kanser hiicrelerinin hayatta kalmasim

engelleyebilir (Hernandez et al., 2020).

PUF60 ve U2AF2 iizerine yapilacak ileri caligmalar, bu proteinlerin kanser
biyolojisindeki rollerini daha iyi anlamamiza ve yeni tedavi stratejileri gelistirmemize

yardimc1 olacaktir (Stevens & Patel, 2024).

PUF60 ve U2AF2 proteinleri, kanser gelisiminde onemli roller oynayabilecek
potansiyele sahiptir. PUF60’1in LUAD gibi belirli kanser tiirlerinde prognostik bir
belirtec olarak kullanilabilme potansiyeli tagidigi ve U2AF2’nin de kanser gelisiminde
kritik islevler iistlenebilecegi ortaya konulmustur (Johnson et al., 2022). Yapisal ve
fonksiyonel analizler, bu proteinlerin kanser biyolojisinde potansiyel terapdtik
hedefler olabilecegini vurgulamakta ve daha ileri caligmalarm Onemini ortaya

koymaktadir (Turner & Davis, 2020).

6. Sonuc ve Oneriler

Bu caligma, PUF60 ve U2AF2 proteinlerinin kanser biyolojisinde oynadigi énemli
rolleri ve bu proteinlerin farkli kanser tiirlerindeki ekspresyon diizeylerinin prognostik
degerlerini kapsamli bir sekilde ele almistir. PUF60 proteini, 6zellikle akciger
adenokarsinomu (LUAD) gibi belirli kanser tiirlerinde yiiksek ekspresyon gosterirken,
bu durumun hasta sagkalimi tizerinde olumsuz etkiler yarattigi gézlemlenmistir. Bu
bulgu, PUF60'un LUAD gibi kanser tiirlerinde bagimsiz bir prognostik belirteg olarak
kullanilabilecegini ortaya koymaktadir. Ayn1 sekilde, U2AF2 proteininin kanser
gelisiminde ve progresyonunda onemli bir rol oynadigi ve bu proteinin alternatif
splicing mekanizmalarindaki kritik gérevlerinedeniyle kanser hiicrelerinin biiytime ve
yayilma siireclerini etkiledigi belirlenmistir. Biyoinformatik analizler, PUF60 ve
U2AF2 proteinlerinin birgok kanser tiirtinde benzer sekilde regiile edildigini ve bu
proteinlerin kanser biyolojisinde kritik molekiiler hedefler olabilecegini

gostermektedir.

PUF60 ve U2AF2 proteinlerinin kanser biyolojisindeki rollerinin daha iyi anlagilmasi
icin genis kapsamli klinik calismalar yapilmalidir. Ozellikle PUF60 proteininin
prognostik belirte¢ olarak kullanilabilme potansiyeli géz Oniine alindiginda, bu
proteinin farkli kanser tiirlerinde sagkalim tizerindeki etkisini degerlendiren ¢ok

merkezli klinik aragtirmalar tesvik edilmelidir. Bu ¢alismalar, PUF60 ekspresyonunun
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farkli demografik ve genetik arka plana sahip hasta popiilasyonlarinda nasil degistigini

ortaya koyarak, tedavi planlarinin kisisellestirilmesine katkida bulunabilir.

U2AF2 proteininin alternatif splicing siire¢lerinde oynadigi rol, kanser biyolojisi
acisindan biiyiik 6nem tagimaktadir. Bu nedenle, U2AF2'nin hedef alindig1 spesifik
splicing varyantlarinin belirlenmesi, kanser tedavisinde yeni hedeflerin kesfedilmesine
olanak taniyabilir. Bu baglamda, ileri diizey biyoinformatik araglar ve splicing
profilleme teknolojilerinin kullanildigi deneysel calismalar yapilmalidir. Ayrica,
U2AF2'nin regililasyonunu etkileyen upstream ve downstream molekiiler

mekanizmalar detayl1 bir sekilde arastirilmalidir.

PUF60 ve U2AF2 proteinlerinin kanser tedavisinde hedef olarak kullanilabilmesi i¢in,
bu proteinleri hedefleyen yeni terapotik yaklasimlar gelistirilmelidir. Kii¢lik molekiil
inhibitorleri, antikorlar veya gen diizenleme teknikleri gibi c¢esitli biyoteknolojik
araclar kullanilarak bu proteinlerin fonksiyonlarini inhibe edebilecek veya modiile
edebilecek stratejiler aragtirilmalidir. Bu siiregte, biyoinformatik analizlerle elde
edilen veriler laboratuvar deneyleri ile desteklenmeli, preklinik hayvan modellerinde

bu terapotik yaklagimlarin etkinligi ve giivenligi test edilmelidir.

Kanser arastirmalarinda kullanilan biyoinformatik veri tabanlarinin giincel ve
kapsamli1 olmasi, arastirma sonuglarinin dogrulugu ve giivenilirligi agisindan kritik
onem tasimaktadir. Bunedenle, mevcut veri tabanlarinin stirekli olarak giincellenmesi,
ozellikle az rastlanan kanser tiirlerine ait verilerin eklenmesi gerekmektedir. Ayrica,
PUF60 ve U2AF2 gibi proteinlerin ekspresyon profillerine dair daha fazla veri

toplanmali ve bu veriler, arastirmacilarin erisimine sunulmalidir.

PUF60 ve U2AF2 proteinlerinin ekspresyon diizeylerinin farkli kanser tiirlerinde ve
hatta ayn1 kanser tiiriiniin farkl: alt tiplerinde degisiklik gosterebilecegi goz Oniine
alindiginda, bu proteinleri hedef alan tedavi yaklagimlar1 kisisellestirilmis tip
stratejileri cer¢evesinde ele alinmalidir. Hasta bazli genetik ve proteomik analizler,
hangi hastalarin bu tiir tedavilere daha iyi yanit verebilecegini belirlemek i¢in

kullanilabilir. Bu sayede, tedavi etkinligi artirilabilir ve yan etki profili minimize

edilebilir.
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PUF60 ve U2AF2 proteinleri lizerine yapilan arastirmalarin sonuglar1, multidisipliner
igbirlikleri ¢ercevesinde degerlendirilmelidir. Molekiiler biyologlar, onkologlar,
biyoinformatik uzmanlar1 ve klinisyenler arasinda kurulan isbirlikleri, bu proteinlerin
kanser tedavisinde nasil daha etkin kullanilabilecegi konusunda yeni yaklasimlar
gelistirilmesine olanak taniyabilir. Ayrica, bu aragtirmalardan elde edilen bulgularin
uluslararasi veri tabanlar1 ve bilimsel yayinlar araciligiyla paylasilmasi, kiiresel kanser

arastirmalarina katki saglayacaktir.

Bu Oneriler dogrultusunda yapilacak calismalar, PUF60 ve U2AF2 proteinlerinin
kanser biyolojisindeki rollerinin daha iyi anlasilmasina ve bu proteinlerin hedef
alindig1 yenilikei tedavi stratejilerinin gelistirilmesine 6nemli katkilarda bulunabilir.
Bu siireg, nihayetinde kanser tedavisinde daha etkili ve kisisellestirilmis yaklagimlarin

hayata gecirilmesine olanak saglayacaktir.
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