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Onsoz

Biyoloji lisans egitimim sonrasinda Tibbi Biyoloji alaninda yiiksek lisans egitimime
devam ettim. Bu sliregte, danismanim Sayin Dog. Dr. Buket KOSOVA' nin siirekli
olarak onem verdigi Biyoinformatik konusu ilgimi ¢ekmisti. Bununla birlikte
bilgisayar bilimlerine olan ilgim ve biyolojiye olan sevgim o yillarda Biyoinformatik
alaninda uzmanlasmaya karar vermemde etkili oldu. Tibbi Biyoloji doktora egitimime
basladigim siire boyunca temel biyoinformatik ve programlama konularinda kendimi
gelistirmeye odaklandim. T1bbi Biyoloji doktora tezimde baz1 biyoinformatik aracglari
kullansam da, o donemde Tiirkiye' de biyoinformatik alani ¢ok gelismis bir alan
degildi. Bu nedenle, kendimi biyoinformatik alaninda daha da gelistirmek amaciyla
Saglik Biyoinformatik alaninda doktora egitimime devam etme karar1 aldim. Tez
calismam tamamlandi, ancak hala c¢oziilmesi gereken birgok biyolojik problem
bulunmaktadir. Bu sorunlar1 biyoinformatik bilimi yardimiyla ¢6zmeye devam

edecegimize inantyorum.
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Ozet
Prostat Kanserinde Rol Oynayan Potansiyel mMRNA:miRNA:IncRNA’ larin
Etkilesim Aginin Biyoinformatik Analizler Ile Belirlenmesi

Prostat kanseri erkeklerde en sik goriilen kanser tiirii olup, kanserin yol agtig1 6lim
nedenleri arasinda ikinci sirada yer almaktadir. Etiyolojisi ve gelisimi agisindan
heterojen bir yapi sergilemesine ragmen, androjen hormonlarinin ve androjen
reseptoriiniin prostat kanseri gelisiminde 6nemli bir role sahip olduklar1 bilinmektedir.
Gliniimiize kadar, androjen hormonu ve reseptorleri ile yapilan ¢alismalar, hastalik
progresyonunun durdurulmasi konusunda kalici ¢oziimler sunamamaistir. Dolayisiyla,
yeni hedef molekiillerin biyoinformatik yontemlerle tanimlanmasi, bu molekiillerin
birbirleriyle olan etkilesimleri ve etkiledikleri sinyal yolaklarinin prostat kanserinin
gelisimine nasil katkida bulunduklar1 arastirilmalidir. Yapilan calismalarda kiiciik
sentetik molekiiler inhibitorlere ek olarak mesajct RNA, mikroRNA ve uzun
kodlamayan RNA’ larin fonksiyonlar1 da arastirnlmaktadir. Prostat kanseri
patogenezinde bir¢ok gen ve sinyal yolaginin etkilesim i¢inde oldugu karmasik bir ag
yapisi etkili olmakta ve bu ag yapisinda mRNA, miRNA ve IncRNA' larn 6nemli
diizenleyici rolleri bulunmaktadir. Bu tez ¢aligmasinin amaci, prostat kanseri ile iligkili
olabilecek aday mRNA, miRNA ve IncRNA’ larin biyoinformatik yontemler ile
tanimlanip, bu molekiillerin birbirleriyle olan etkilesimlerinin incelenmesidir. Bu
amacla, GEO veri tabanindan prostat kanseri ile iligkili veri setleri belirli kriterlere
gore secilip, biyoinformatik araglarla analiz edilip, TCGA veri tabanindan da bu aday
genlerin ifade degisimlerinin kontrolleri yapilmistir. GEO veri setlerindeki RNA’ larin
ifade degisimleri GEO2R ile, TCGA veri setlerindeki RNA’ larin ifade degisimleri ise
UALCAN ve GEPIA biyoinformatik araglari ile analiz edilmistir. Bununla birlikte
aday miRNA’ larin hedef mRNA’ lar1 TargetScan, miRDB ve miTarBase, hedef
IncRNA’ lar1 ise RNAInter internet araglart kullanilarak analiz edilmistir. Aday
genlerin korelasyon ve sagkalim analizleri GEPIA, zenginlestirme analizleri ise
EnrichR internet araglar1 kullanilarak yapilmistir. Protein-protein etkilesim aginin
analiz edilmesinde STRING veritabani, olusturulan ag yapisinin gorsellestirilmesinde
ise Cytoscape yazilimi kullanilmistir.

Sonug olarak, prostat kanseri gelisiminde saptanan aday miRNA’ lar hsa-miR-133b,
hsa-miR-222-3p ve hsa-miR-182-5p olarak saptanmistir. Aday MRNA’ lar CDK5R1,



YWHAG, RNF4, KPNA2, HIPK2, STHMN1, FOXO1, PPP1R12A, CCND2 ve MITF
olarak saptanmistir. HPN-AS1, DGCR5, NFYC-AS1, ZNF674-AS1, TYMSOS, GASS5,
ADAMTS9-AS2, PAXIP1-AS2, LINC01140 ve LINC01018 ise aday IncRNA’ lar
olarak saptanmustir. Analizler sonrasinda bu RNA’ larin birbirleriyle etkilesim halinde
olduklar1; zenginlestirme ve yolak analizleri sonucunda nukleus ve diger zarla ¢evrili
hiicre ici organellere lokalize olduklari; AR ile etkilestikleri, genel / hastaliksiz
sagkalimda rol oynadiklar1 ve kanserle iligkili bir ¢ok sinyal yolaginda goérev aldiklar
saptanmistir.

In silico yontemlerle elde edilen bu verilerin, in vitro ve in vivo yontemlerle de
desteklenmesiyle ilgili RNA’ larin etkilesimleri daha ayrintili olarak ortaya
konulabilecektir.

Anahtar Kelimeler; Prostat Kanser; mRNA; miRNA; IncRNA; Biyoinformatik



Abstract
Identification of Potential mMRNAs:miRNAs:IncRNAs Network Involved in

Prostate Cancer by Bioinformatics Analysis

Prostate cancer is the most common type of cancer in men and ranks second among
the leading causes of cancer-related deaths. Despite its heterogeneous nature in terms
of etiology and development, it is known that androgen hormones and the androgen
receptor play a significant role in prostate cancer development. However, studies
focusing on androgen hormones and receptors have not provided permanent solutions
to halt disease progression. Therefore, it is important to identify new target molecules
through bioinformatics methods and investigate how these molecules interact with
each other and contribute to the development of prostate cancer. In addition to small
synthetic molecular inhibitors, the functions of messenger RNA (MRNA), microRNA
(miRNA), and long non-coding RNA (IncRNA) are also being explored in prostate
cancer research. Prostate cancer pathogenesis involves the interaction of multiple
genes and signaling pathways within a complex network structure, where mRNA,
miRNA, and IncRNA play significant regulatory roles. The aim of this thesis is to
identify candidate mMRNA, miRNA, and IncRNA molecules that may be associated
with prostate cancer and investigate their interactions using bioinformatics methods.

To achieve this, prostate cancer-related datasets were selected from the GEO database
based on specific criteria and analyzed using bioinformatics tools. Expression changes
of RNA in GEO datasets were analyzed using GEO2R, while expression changes of
RNA in TCGA datasets were analyzed using UALCAN and GEPIA bioinformatics
tools. Furthermore, target mRNAs of candidate miRNAs were analyzed using
TargetScan, miRDB, and miTarBase, and target IncRNAs were analyzed using the
RNAInter internet tools. Correlation and survival analyses of candidate genes were
performed using GEPIA, and enrichment analyses were conducted using EnrichR
internet tools. The protein-protein interaction network was analyzed using the
STRING database, and the constructed network structure was visualized using the

Cytoscape software.

As a result, candidate miRNAs identified in prostate cancer development were hsa-
miR-133b, hsa-miR-222-3p, and hsa-miR-182-5p. Candidate mRNAs were identified

as CDKB5R1, YWHAG, RNF4, KPNA2, HIPK2, STHMN1, FOXO1, PPP1R12A,
\%



CCND2, and MITF. HPN-AS1, DGCR5, NFYC-AS1, ZNF674-AS1, TYMSOS, GAS5,
ADAMTS9-AS2, PAXIP1-AS2, LINC01140, and LINC01018 were identified as
candidate IncRNAs. The analyses revealed that these RNAs interact with each other,
localize to the nucleus and other membrane-bound intracellular organelles, interact
with the androgen receptor, play a role in overall / disease free survival, and participate

in multiple cancer-related signaling pathways.

These findings obtained through in silico methods can be further elucidated by
supporting them with in vitro and in vivo approaches, providing more detailed insights

into the interactions of these RNAs.

Keywords; Prostate Cancer; mRNA; miRNA; IncRNA; Bioinformatics
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Giris
Prostat kanseri (PK) erkeklerde en sik goriilen kanser tiirii olup, kansere bagli 6liim
nedenleri arasinda ikinci sirada yer almaktadir. Etiyolojisi ve gelisimi heterojen
olmakla birlikte, androjen hormonlart ve androjen reseptoriinin (AR) PK
gelisimindeki 6nemleri iyi bilinmektedir (Hu et al., 2021). Bu nedenle, hastaligin
baslangicinda androjen yoksunluk tedavisi uygulanmaktadir. Ancak, hastalik bir siire
sonra kastrasyona direngli hale gelerek, androjen yoksunluk tedavisi bu siiregten sonra
etkili olmamaktadir. Androjen hormonuna duyarli ya da kastrasyona direngli olgularin
tedavilerinde kullanilabilecek ve kalici etki saglayacak kiigliik sentetik molekiiler
inhibitérlerin  bulunabilmesi igin, Oncelikle bu asamalarda meydana gelen
degisikliklerin tanimlanmasi gerekmektedir. Patolojik biyopsi, prostat spesifik antijen
(PSA) seviyeleri, histopatolojik skor (Gleason skoru) ve goriintiileme teknikleri gibi
cesitli yontemlerle elde edilen klinik parametreler ile tani saglanir; ancak, bu
parametrelerin bazi1 durumlarda 6zgiillik ve duyarliliklar1 ¢ok yiiksek olmamaktadir
(Watson et al., 2015). Kiigiik sentetik molekiiler inhibitorlere ek olarak, kisa sa¢ tokasi
RNA (shRNA) ve kiiciik engelleyici RNA’ lar (siRNA) da yeni terapdtik stratejileri
gelistirmek i¢in kullanilabilmektedir. Bununla birlikte, mikroRNA (miRNA) ve uzun
kodlamayan RNA' larin (IncRNA) kullanim1 son zamanlarda daha fazla dikkati
¢ekmektedir.
MIRNA' larin anormal ifadesi, basta kanser olmak iizere, c¢esitli hastaliklarin
gelisimine neden Olmaktadir. Bugiine kadar birgok miRNA tanimlanmis olmasina
ragmen, PK’ nin patogenezinde 6nemli olabilecek birgok miRNA hala tanimlanmay1
beklemektedir. PK’ nin tanimlanmasinda, siiflandirilmasinda ve gelecekteki tedavi
protokollerinin seciminde miRNA' larin 6nemi gelecekte daha da artacaktir. miRNA'
larin hedef genlerinin ifadesini diizenleme yetenegi, hiicrelerin onkojenik siirecini
etkileyebilmektedir (He & Hannon, 2004).
Son yillarda, adimi daha sik duydugumuz diger RNA' lardan IncRNA' lar da
bulunmakatdir. INCRNA' lar uzunluklar1 200 baz ile 1.000 kilobaz (kb) arasinda
degisen RNA' lardir. Bu RNA’ lar genellikle mesaje1 RNA’lar (MRNA) gibi, RNA
polimeraz 2 tarafindan transkribe olmaktadirlar. INCRNA' lar farkli dokulara
Ozgiildiirler, hastalik varliginda farkli diizeylerde ifade edilirler ve viicut sivilarinda
bulunurlar. Bu nedenle, kanser tani ve tedavi takibinde aday biyobelirtecler olarak ilgi
¢ekmektedirler (Pandya et al., 2020).



Ozetle, PK patogenezinde birgok gen ve sinyal yolaginin etkilesim iginde oldugu
karmasik bir ag yapist etkilidir ve bu ag yapisinda mRNA, miRNA ve IncRNA' larn
onemli diizenleyici rolleri bulunmaktadir. Tiim bu etkilesimler deneysel olarak
arastirilabilir. Ancak, deneysel siire¢ Oncesinde aday genlerin 6ngoriilen islevlerini
belirleyen biyoinformatik analizler, daha dogru bir arastirma planinin gelistirilmesine
ve is giicii ile zamandan tasarruf edilmesine olanak tanir. Bu diisiinceler bizi PK ile
iliskili aday mRNA, miRNA ve IncRNA’ lart biyoinformatik yontemler ile

arastirmamiza neden olmustur.

1.1. Arastirmanin Problemi

Mikrodizin ve yeni nesil dizileme yontemleri ile ayn1 zaman noktasinda analiz edilen
RNA’ larin ifade seviyelerindeki degisimlerin hizli bir sekilde belirlenmeleri,
hastaliklarin gelisim siiregleri, tan1 ve tedavileriyle ilgili bilgilerin elde edilmesi i¢in
onemlidir. PK 6rneklerinde mMRNA, miRNA ve IncRNA ifade degisimlerinin analiz
edilerek, aralarindaki etkilesim aglarinin biyoinformatik yontemlerle belirlenmesi ile
ileride yapilacak calismalarda hangi etkilesimin Oncelikle arastirilmasi gerektigi
tanimlanabilir. Bu sekilde; zaman, is giicli ve gereksiz analizlerin yapilmasinin 6niine
gegilerek hem hastaligin progresyonu engellenebilir, hem de iilke ekonomisine uzun
vadede fayda saglanmis olunur. Elde edilen verilerin in vitro, in vivo ve Klinik
calismalar1 tamamlandiktan sonra da hedef RNA’ lara Ozgii yeni ilag gelistirme
calismalarina gegcilebilir.

Literatiirde bulunan c¢alismalar degerlendirildiginde, tez calismasinda yararlanilan
MRNA, miRNA ve IncRNA veri setlerinin bir arada calisildig1 ve protein etkilesim
agimin olusturuldugu bagka bir arastirmaya rastlanilmamaktadir. PK’ nin olusumu,
gelisimi ve tedavisinde 6nemli olabilecek yeni aday gen ve gen etkilesimlerinin tespit

edilmesi yonleri ile ¢alismamuz literatiire katki saglayacaktir.
1.2. Arastirmanin Sorusu

PK erkeklerde en sik goriilen kanser tiirli olup, kanserin yol agtig1 6liim nedenleri
arasinda ikinci sirada yer almaktadir. Etiyolojisi ve gelisimi agisindan heterojen bir
yapi sergilemesine ragmen, androjen hormonlarinin ve AR’ nin PK gelisiminde 6nemli
bir role sahip olduklar1 bilinmektedir. Giiniimiize kadar, androjen hormonu ve

reseptorleri ile yapilan ¢aligmalar, hastalik progresyonunun durdurulmas: konusunda
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kalict ¢Oztimler sunmamustir. Dolayisiyla da, yeni hedef molekiillerinin
biyoinformatik yontemlerle tanimlanmasi, bu molekiillerin birbirleriyle olan
etkilesimleri ve etkiledikleri sinyal yolaklarmin PK gelisimine nasil katkida

bulunduklar arastirma sorumuzu olusturmustur.
1.3. Arastirmanin Hipotezleri

mRNA, miRNA ve IncRNA’ larin PK gelisiminde 6nemli gorevleri bnlunmaktadir.
Bu RNA’ lar tek baslarina PK’ de rol oynayabildikleri gibi herhangi bir rolleri de
bulunmayabilir. ~ Ancak,  biyoinformatik  yoOntemlerle  ortaya  ¢ikarilan
MRNA:MIRNA:IncRNA etkilesimlerinin  birlikte PK gelisiminde farkli yolaklar
etkileyerek hastalik siirecinde 6nemli roller tistlenebildikleri de diistiniilebilir. Bununla
birlikte, hastalik siirecinde 6nemsiz goriinen c¢esitli RNA’ lar da bu etkilesimleri
olusturduktan sonra farkli molekiil ve sinyal yolaklarini etkileyerek hastalik gelisimini

etkileyebilirler.
1.4. Arastirmanin Varsayimlari

Birbirleriyle etkilesim halinde olduklar1 6ngoriilen aday RNA’ lar biyoinformatik
yontemler kullanilarak birgok RNA arasindan secilecektir. Sonrasinda, ilgili aday
RNA’ larm in vitro kosullarda fonksiyonel analizlerinin yapilmasi, dogrulanmasi ve

valide edilmesi gerekmektedir.
1.5. Arastirmanin Simirhliklar

Tez c¢alismasinda, arastirmacilarin erisimine agik olan mikrodizin ve yeni nesil
dizileme sonuglarmi iceren veri setleri kullamlnustir. Ilgili veri setlerindeki gen
isimlerinin giincel olmamasi nedeniyle, bunlarin yeniden diizenlenmesi gerekmistir.
Ayrica, bazi veri setlerinde gen isimleri yerine gen erisim numaralari bulundugundan,

bunlarin ¢esitli araglarla yine gen isimlerine doniistiiriilmesi gerekmistir.
1.6. Arastirmanin Amaci
PK gelisiminde yeni hedef mRNA:mMiRNA:IncRNA molekiillerinin biyoinformatik

yontemlerle tanimlanmasi, bu RNA molekiillerinin birbirleriyle olan etkilesimleri ve

etkiledikleri sinyal yolaklarinin arastirilmasi amag¢lanmustir.



Genel Bilgiler

Prostat, pelvik kanal i¢inde idrar kesesinin arkasinda bulunan ceviz biiyiikliigiinde bir
organdir. Yaglanma ile birlikte prostatin biiyiimesine benign prostat hiperplazisi
(BPH) denir ve 60 yas tizeri erkeklerde goriilen politiri gibi semptomlar ile
iliskilendirilmektedir (Langan, 2019). Histopatolojik ve molekiiler olarak
benzerliklerinden dolayr BPH, prostat tiimoriiniin baslangic asamasi olarak kabul
edilir. Bununla birlikte, BPH’ nin prostat tiimoriine dogru progresyonundan sorumlu
temel mekanizmalar halen tam olarak anlasilmamistir (Miah & Catto, 2014). PK diinya
capinda erkeklerde ikinci sirada en sik tani konulan kanserlerden biri olup, kansere
bagh 6liimlerin % 6.8' ine yol agmaktadir. Prevalansi yasla birlikte her on yilda 1.7
oraninda artmakta ve 79 yasin ustiindeki erkeklerde % 59 (% 48-71) oranina kadar
cikabilmektedir (Hu et al., 2021). PK' nin biiyiimesi ve sagkalimi temel olarak, steroid
hormonlar1 olan androjenlere ve AR’ ye baghdir. AR normal prostat gelisimi ve
karsinogenez igin hayati 6neme sahip, ligand ile aktive olan bir transkripsiyon
faktoriidiir. Sitoplazmada androjene baglandiginda dimerlesir ve cekirdege girip,
promotor ve enhansir dizilerinde bulunan androjen yanit elementlerine (androgen
response element; ARE) baglanarak hedef genlerinin transkripsiyonunu baslatir. AR
ve altinda yatan sinyal kaskadlar1, lokalize ve ileri metastatik PK' nin baslamasi ve
progresyonu igin énemlidir. PK’nin tan1 ve degerlendirilmesinde PSA diizeyi, Gleason
skoru ve klinik evresi temel alinarak belirli risk gruplari belirlenir ve tedavileri icin
cesitli yaklasimlardan yararlanilir. Hastaligin baslangi¢ evresinde cerrahi yontemler
etkili olabilirken, ilerlemis ve metastatik formlarinda kemoterapi ve radyoterapi ile
birlikte kombinasyonlart da uygulanir. Ayrica, PK hiicrelerinin androjen-bagimli
olmalar1 nedeniyle, androjen yoksunluk tedavisi (androgen deprivation therapy; ADT)
yaygin olarak uygulanir. Sistemik tedavi gerektiren ilerlemis PK' nin tedavisi, lokalize
PK ile karsilastirildiginda, ¢ok daha komplikedir ve 6liimciil sonuglar dogurabilir.
Bununla birlikte, tedaviye ragmen PK hiicrelerinin heterojenligi nedeniyle AR-iliskili
sinyal yolagi tekrardan aktive olabilir. Bu durumda, en diisik serum androjen
seviyesinin altindaki bir degerde bile AR-iliskili sinyal yolagi aktive olur ve
kastrasyona direngli prostat kanseri (KDPK) adi verilen daha kotii prognozlu formuna
doniistir (Watson et al., 2015). PK’ yi yeniden tedaviye duyarli hale getirmek igin
cesitli stratejiler gelistirilmelidir ve buna genetik ile farmakolojik miidahaleler

yapilarak ulasilabilmektedir. Genetik ve biyoinformatik alanindaki gelismeler
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sayesinde, ¢esitli molekiiller ve sinyal yolaklari tanimlanabilmektedir. PK’ de AR,
Wnt, STAT3, Hedgehog, PTEN, TGF-pB, fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K)/Akt,
MTOR, NF-«B ve SPOP anormal aktivasyon gosteren 6nemli sinyal yolaklari arasinda
yer almaktadir. Bununla birlikte, protein kodlamayan RNA' lar (ncRNA) tiimoriin
progresyonunu uyaran ya da baskilayan ikili rolleri nedeniyle PK’ de 6nemli bir yere
sahiptirler (Hu et al., 2021).

2.1. Kodlamayan RNA’ lar ve Prostat Kanseri

Insan genomunun < % 2' si protein kodlayan genlerden; geriye kalan > % 98' i ise
RNA kodlayan genlerden, gen ifadesini diizenleyen ya da kontrol eden bdlgelerden,
herhangi bir fonksiyonlar1 bulunmayan tekrar iceren ya da icermeyen bolgelerden
olugmaktadir. ncRNA' lar uzun ac¢ik okuma ¢ercevelerinden yoksun ve boyutlarina
gore siniflandirilan RNA” lardir. Ayrica; yapi, islev ve yerlesimlerine gore de gesitli
alt tiplerine ayrilirlar. Ribozomal RNA (rRNA) ve transfer RNA” lar (tRNA) en yaygin
bulunan ncRNA tiirleridir ve hiicredeki toplam RNA agirliginin, sirasiyla, % 80 ve %
15' ini olustururlar. Diger ncRNA' lar boyutlarina gore smiflandirilirlar; < 200 baz
olanlara kisa ncRNA' lar (ShcRNA) ve > 200 baz olanlara da uzun ncRNA' lar
(IncRNA) denir. sncRNA' lar miRNA, kiigiik interferans RNA (SiRNA), piwi
etkilesimli RNA (piRNA), kiiciik niikleolar RNA (snoRNA), kiiclik ¢ekirdek RNA
(SnRNA) ve tRNA-tiiretilmis fragmanlarindan (tRF) olusur. Lineer IncRNA' lardan
farkli olarak halkasal RNA' lar (circRNA), 6ncti mRNA'dan (pre-mRNA) geri doniislii
baglanma siireciyle yaygin olarak olusan dairesel tek sarmalli ncRNA' lar olarak
bilinir. Fonksiyonel olarak rRNA, tRNA, snoRNA ve snRNA evrensel ncRNA' lar
olarak kabul edilirken; miRNA, siRNA, piRNA, tRF, IncRNA ve circRNA
diizenleyici transkriptler olarak fonksiyon goriirler (Santosh et al., 2015). Son yillarda,
ncRNA' larin kanser gelisimi, progresyonu ve metastazinda énemli olduklar1 ortaya
konmustur. Ozellikle, tanisal ve prognostik degerlendirmelerin duyarliliklarmi ve
ozgiilliiklerini artirabilen ncRNA' larin saptanmasiyla, bu molekiillerin kanserin

potansiyel tanisal ve prognostik biyobelirteglerini olusturabilecekleri diistiniilmiistiir
(Limetal., 2018).



2.2. miRNA

miRNA!' lar gen ifadesini kontrol eden ~ 21-25 baz uzunlugundaki protein kodlamayan
kiiglik RNA molekiilleridir. Bu molekiiller, hedef mRNA' larinin ifadelerini ve protein
sentezindeki siirecleri kontrol ederler. miRNA' lar genellikle hedef mRNA
transkriptlerini, 3' translasyon edilmeyen bolgelerine (3" untranslated region; 3'UTR)
baglanarak diizenlerler. Bununla birlikte, bazi miRNA' lar transkriptlerin 5'
translasyon edilmeyen bolgelerini (5' untranslated region; 5'UTR) ya da kodlayan
bolgelerini  (coding sequence; CDS) de hedef alarak ayni diizenlemeyi
gerceklestirebilirler (He & Hannon, 2004).

Yapilan calismalar sonrasi ve elde edilen bilgiler dogrultusunda miRNA ifade
seviyelerinin PK’ nimn tani, tedavi, evreleme ve prognozunda onemli olduklari
goriilmiistiir (Cannistraci et al., 2014). PK dokusunda miR-96, -182, 182*, -183, -375,
32, -264a, -181a, -93, -196a, -25, -92 ve let-7i' nin yukar1 diizenlendikleri; miR-16, -31,
-125b, -145, -149, -181b, -184, -205, -221 ve -222' nin de asagi diizenlendikleri
bildirilmigtir. MIRNA" lar onkogen ya da timor baskilayici gen olarak islev
gorebilirler. Buna gore, kanser hiicrelerinde onkogen fonksiyonu goren miRNA' larin
ifadeleri artarken, tiimor baskilayict gen gibi fonksiyon goren miRNA' larin ifadeleri
de azalmaktadir. mMiIRNA' larin PK ve diger kanserlerdeki rolleri, hedef genleri ile
etkilesimlerinin aydinlatilmasiyla daha anlasilir hale gelmektedir (Cannistraci et al.,
2014; Schaefer et al., 2010). Bununla birlikte, miRNA" larm PK hiicrelerinin
kastrasyona direng gelistirmelerinde de fonksiyon gordiikleri bilinmektedir. Gelisen
bu diren¢ mekanizmasi farkli sekillerde tanmimlanabilir: 1. AR amplifikasyonunun
diizenlenmesi; 2. AR’ nin transkripsiyonel aktivitesi; 3. AR bagimli ve bagimsiz sinyal
kaskadlar1 ya da AR koaktivator / korepresorlerin diizenlenmesi; 4. AR’ yi hedefleyen
miRNA’ lar (Aktan et al., 2022; Shih et al., 2015).

KDPK olgularinin serum PSA degerleri diisiik seviyede olabileceginden, koti
diferansiye PK' nin prognozu ya da uygulanan tedavinin etkinligini degerlendirmede,
PSA’ nin belirteg olarak kullanimi uygun degildir. Bunun yerine, biyolojik sivilarda
daha dayanikli olmalar1 ve kolayca 6l¢iilebilmeleri nedeniyle arastirmacilarin ilgisini
mMIRNA' lar ¢ekmektedir. miRNA’ larin PK ya da KDPK’ 1i olgularin prostat doku,
serum, plazma ve idrar orneklerinde saglikli olgularin o6rneklerine oranla farkli
diizeylerde (daha diisiik — hi¢ — daha yiiksek) ifade edilmeleri nedeniyle; PK tanisi,
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prognozu ve uygulanan tedavinin etkinligini belirlemede daha uygun biyobelirteg
olusturabilecekleri diistintilebilir (Cannistraci et al., 2014). Simdiye kadar > 20 tane
miRNA' nin KDPK gelisimi ile iliskileri saptanmig ve AR-iligkili hiicre
proliferasyonu, kanser hiicre sagkalimi, apoptoz ile epitelyal-mezenkimal gegis
(epithelial mesenchymal transition; EMT) gibi karsinogenezde 6nemli yolaklarda rol
aldiklar1 belirlenmistir (Kojima et al., 2017). Sonug olarak, miRNA' larin bu rolleri ve
hedef genleriyle etkilesimleri goz ontinde bulunduruldugunda, PK’ de belirteg olarak
kullanimlarinin karsinogenez ve kastrasyona direng gelisimi ile iligkili daha dogru
bilgiler verebilecekleri sdylenebilir. Ayrica, daha ¢ok aday miRNA' nin molekiiler
mekanizmalar1 aydinlatildiginda, belki de yeni PK tedavi stratejilerinin gelistirilmesi

ve olgularin bireysellestirilmis tedavilerinde kullanimlart miimkiin olabilecektir.

2.3. IncRNA

Arastirmacilar, oncelikle protein kodlayan gen ve transkriptlerini incelerken; son
yillarda, tiim transkriptom analizlerinde, halen bazilarinin fonksiyonlarini
tanimlayamadiklar1 birgok baska transkriptle de karsilagmislardir. Bu grup igerisinde
yer alan IncRNA' lar, genellikle 200 niikleotitten daha uzun protein kodlamayan
transkriptler olup; protein kodlamama nedenleri de agik okuma ¢ergevelerinin (open
reading frame; ORF) olmamasindan kaynaklanmaktadir (lyer et al., 2015). IncRNA’
lar protein kodlayan genlere karsilik gelen konumlarma gore birkag grupta
siniflandirilabilirler: 1. /ntronik INcRNA’ lar protein kodlayan genlerin intronlarindan
transkribe olurlar; 2. Intergenik InCRNA’ lar iki protein kodlayan gen arasinda
transkribe olurlar; 3. Antisense INCRNA’ lar protein kodlayan genlerin zit yoniinde
transkribe olurlar; 4. Overlapping INcCRNA’ lar protein kodlayan genler iizerinden
transkribe olurlar (Lin et al., 2020).

INcRNA' lar DNA, RNA veya proteinlere baglanip, baglandiklarinda farkli sekillerde
katlanarak farkli etkiler sergileyebilirler; 6rnegin, kromatin aktivitesini,
transkripsiyonu, protein kromatin diizenegini, splaysingi ya da telomeri
etkileyebilirler. Bu sekilde, kromatini yeniden diizenleme, histon metilasyonu,
MIRNA etkisini tersine ¢evirme, transkripsiyon faktorii gibi davranma ve kromatin
kompleks olusumuna aracilik ederek proteomu diizenleme yetenegine kavusurlar
(Ramnarine et al., 2019). Islevleri, sitoplazma ya da cekirdekte yerlesim
gostermelerine bagh olarak degisebilir. Cekirdekteki IncRNA' lar histon
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modifikasyonu, DNA metilasyonu ve kromatin yeniden diizenlenme fonksiyonlarini
yerine getirirler ya da transkripsiyon faktorleriyle etkilesime girerek, genleri
transkripsiyonel seviyesinde modiile ederler. Ote yandan, sitoplazmada yerlesim
gosteren INCRNA' lar gen ifadesini post-transkripsiyonel ve translasyonel diizeyde
diizenlerler. Bunun i¢in, sitozolik proteinleri ya da RNA metabolizmasini diizenleyen
mIRNA!' lar ile etkilesime girip, rekabetci endojen RNA (competing endogenous RNA,;
ceRNA) fonksiyonu gosterirler. IncRNA' larin hiicrelerdeki bu énemli fonksiyonlari
nedeniyle tiimoriin biiylimesini, invazyonunu, apoptozunu ve ilag direncini
diizenleyebildikleri diisiiniilmektedir (Geisler & Coller, 2013). Yapilan son ¢alismalar,
IncRNA' larin karsinogenez siirecinde sinyal aglarinin ana diizenleyicileri olduklarin
ortaya koymustur. Genellikle timorlerdeki miRNA ifadesini etkileyerek, kanser

hiicrelerinin hayatta kalmalarini ve gogiinii etkileyebilirler (Pandya et al., 2020).

Dizileme teknolojisindeki gelismelere bagli olarak, miRNA’ lara gore daha biiyiik ve
daha karmasik yapiya sahip olan IncRNA” larin KDPK ile iliskili olduklarina dair bazi
bulgular da elde edilebilmistir (Shih et al., 2015). INCRNA’ larin farkl yollar iizerinden
hedef molekiilleriyle etkilesebilmelerinden dolayi, androjen bagimli PK' nin androjen
bagimsiz KDPK’ ya doniismesinde de Kilit rol alabilecegi diistintilmiistiir (Ramnarine
etal., 2019). Ornegin, AR tarafindan diizenlenen uzun kodlamayan RNA 1 (androgen
receptor regulated long noncoding RNA 1; ARLNCL1), AR proteini tarafindan yukari
diizenlenebilmekte ve AR transkriptini  RNA-RNA etkilesimi ile stabilize
edebilmektedir. ARLNC1'" in yikilmasi, AR ifadesinin baskilanmasina ve AR' ye bagh
PK ilerlemesinin in vitro ve in vivo inhibisyonuna neden olmaktadir (Y. Zhang et al.,
2018). Ayrica, PK ile iliskili kodlamayan RNA1 (prostate cancer-associated non-
coding RNA1; PRNCR1) ve PK gen ifadesi isaretgisi 1 (prostate cancer gene
expression marker 1; PCGEML1) adli IncRNA” lar, KDPK hiicrelerinde yiiksek oranda
ifade edilmekte ve AR-iliskili sinyal yolaginda gorev almaktadirlar. PRNCRL1 ya da
PCGEML1 ifadelerinin susturulmasiyla da KDPK' nin in vivo timor biiylimesi
baskilanabilmistir (Bardhan et al., 2022). IncRNA' larin, AR' yi etkileyen alternatif bir
mekanizmas1 da miRNA' larla etkilesimi ile ger¢eklesmektedir. Literatiirde ¢ok
sayidaki miRNA ve IncRNA' nin KDPK gelisimine katkilari aragtirilmistir; ancak, bu
calismalar miRNA ve IncRNA’ larin birbirleriyle etkilesimleri de gbéz Oniinde
bulundurularak yapilmamistir (Yang et al., 2021). Bununla birlikte, kanser gelisiminin

mIiRNA ve IncRNA' lar arasindaki etkilesim modelleriyle iliskili oldugunu gdsteren
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bir¢ok bulgu da bulunmaktadir (Sun et al., 2020). miRNA ve IncRNA' larin iyi bilinen
etkilesim yollarindan biri miRNA stingerleri (miRNA sponge) olmakla birlikte, birgok
baska etkilesim yollar1 da bulunmaktadir. Son 5 yilda, bu alanda yapilan pek ¢ok
calismada, KDPK’ nin gelisim siirecindeki 6nemli yolaklarda miRNA ve IncCRNA' lar
arasindaki etkilesim ve diizenlemenin etkili oldugu tartisilmistir (Lopez-Urrutia et al.,
2019).

2.4. ceRNA

ceRNA hipotezi, Salmena ve arkadaslari tarafindan 6ne siiriilmiistiir. Bu hipoteze gore,
miRNA yanit elemanina (MiRNA response element; MRE) sahip herhangi bir RNA
transkripti, ayn1t MRE' ye sahip diger RNA' larin ifadesini diizenlemek igin bir miRNA
ile etkilesime girebilir. IncRNA, mRNA ve diger RNA' larin en az bir MRE’ yi
paylasip, miRNA siingeri gibi hareket ederek miRNA' larla rekabet edebilecegine dair
¢ok sayida kanit bulunmaktadir. Bu nedenle, miRNA' larin mRNA’ lar {izerindeki
baskilayic1 etkisi, aym1 miRNA' larin IncCRNA’lar iizerindeki MRE’ lere
baglanmalartyla etkisiz hale gelebilir (Sekil 1) (Salmena et al., 2011). Son yillarda,
ceRNA aginin kanser, Parkinson hastaligi, miyokardiyal iskemi / reperfiizyon hasari
ve serebral enfarktiis gibi gesitli hastaliklarin ortaya ¢ikisi ve progresyonunda énemli
oldugu gosterilmistir (Qi et al., 2020; Zhang et al., 2020). Buna gore, ilgili RNA’ lar
MRNA:MIRNA:INCRNA agimi olusturarak hastalik siirecinde etkilerini birlikte
gosterebilirler. Kastrasyon direncine iliskin mekanizmalarda INCRNA ve miRNA
arasindaki etkilesimler siklikla AR-bagimli ve -bagimsiz sinyal kaskadlar {izerinde
etkili olup, temel olarak biiytime faktorlerini, sitokinleri, MAPK, PI3K/AKT ve MYC
yolaklarii igermektedir (Makino et al., 2021).
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Sekil 1: ceRNA Mekanizmasi.

A. ve B. Uzun kodlamayan RNA (IncRNA) ve mikroRNA (miRNA) biyogenezi. C.

Rekabet eden RNA’ lar aynt miRNA havuzunu paylasir ve RNA ifade seviyelerini

diizenlerler. https://doi.org/10.1186/s41065-021-00208-7
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Gerec ve Yontem

Tez calismas1 kapsaminda, tiim arastirmacilarin erisimine agik olan veri setleri

kullanildigindan, Etik Kurul Onayinin alinmasi gerekmemistir.
3.1. Veri Toplama Araglarn

Calisma stiresince Gene Expression Omnibus (GEO;

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) ve Kanser Genom Atlas: (The Cancer Genome

Atlas, TCGA; https://cancergenome.nih.qgov/) veri tabanlarmdan elde edilen veriler

kullanilmistir. GEO, gen ifade profillerinin tek bir yerden derlenerek analiz edilmesine
yardimci olmak i¢in aragtirmacilarin kullanimina agik, fonksiyonel genomik bir veri
tabanidir (Barrett et al., 2013; Tomczak et al., 2015). Calisma kapsaminda kullanilan
aday miRNA lar1 igeren veri setleri GEO veri tabanindan asagidaki anahtar kelimeler

ve filtrelemeler kullanilarak elde edilmistir.

("prostatic neoplasms”[MeSH Terms] OR prostate cancer[All Fields]) AND "Homo
sapiens”[porgn] AND (("Expression profiling by array”[Filter] OR "Non-coding RNA
profiling by array"[Filter]) AND "attribute name tissue"[Filter])

Yukarida belirtilen anahtar kelimelerle yapilan aramalar sonrasinda ve ¢alisilacak olan
ornek sayilari ile veri setlerindeki bilgi biitiinligiinii de dikkate alarak GSE60371,
GSE64333, GSE21036, GSE36803, GSE45604 ve GSE76260 veri setlerinin kullanimi
uygun bulunmustur. Kullanilan veri setleri, platformlari, elde edildikleri veri

kaynaklar1 ve erisim adresleri Tablo 1’ de gosterilmektedir.

TCGA, arastirmacilarin yeni nesil dizileme teknolojisi ile elde ettikleri biiyiik veri
setlerini  kaydedip, ¢esitli biyoinformatik analizler gergeklestirebilmeleri ve
birbirleriyle entegre edebilmeleri igin insan tiimorleri ile iliskili 30' dan fazla biiyiik
kohortu igeren platformdur (Tomczak et al.,, 2015). TCGA verilerinin gesitli
biyoinformatik analizlerle islenebilmesi igin ¢esitli internet araglar1 kullanilmaktadir.
Tez galismasinda, GEO’ dan elde edilen verilerin ve aday genlerin transkripsiyonel
ifadesini TCGA veritabaninda bulunan verilerle dogrulamak i¢in kullanicit dostu,
etkilesimli ve internet tabanli bir arag olan UALCAN
(http://ualcan.path.uab.edu/analysis.html) (Chandrashekar et al., 2022) ve GEPIA’ dan
(http://gepia2.cancer-pku.cn/#index) (Tang et al., 2017) yararlanilmistir. Kanser

transkriptom verilerini analiz etmek icin UALCAN ve GEPIA araglarinda TCGA’ dan
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elde edilen PK (Prostate Adenocarcinoma TCGA-PRAD) 6rnekleri ile kontrol gruplar

secilerek aralarindaki gen ifade degisiklikleri analiz edilmistir.

Tablo 1: GEO veritabanindan segilen veri setleri

Veri GEO No. Platform Platform Adi Erisim Adresi

Kaynag No.

miRNA | GSE60371 | GPL13264 | Agilent-021827 | https://www.ncbi.nlm.
Human miRNA | nih.gov/geo/query/acc
Microarray (V3) | .cqi?acc=GSE60371
(Probe Name
version)

mIRNA | GSE64333 | GPL8227 [ Agilent-019118 | https://www.ncbi.nlm.
Human miRNA | nih.gov/geo/query/acc
Microarray 2.0 | .cgi?acc=GSE64333
G4470B
(miRNA ID
version)

miRNA | GSE21036 | GPL8227 [ Agilent-019118 | https://www.ncbi.nlm.
Human miRNA | nih.gov/geo/query/acc
Microarray 2.0 | .cgi?acc=GSE21036
G4470B
(miRNA ID
version)

miRNA | GSE36803 | GPL8786 | [miRNA-1] https://www.ncbi.nlm.
Affymetrix nih.gov/geo/query/acc
Multispecies .cgi?acc=GSE36803
miRNA-1 Array

miRNA | GSE45604 | GPL14613 | [miRNA-2] https://www.ncbi.nlm.
Affymetrix nih.gov/geo/query/acc
Multispecies .cgi?acc=GSE45604
mMiRNA-2 Array

miRNA | GSE76260 | GPL8179 [ lllumina Human | https://www.ncbi.nlm.
v2  MicroRNA | nih.gov/geo/query/acc
expression .cQi?acc=GSE76260
beadchip
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE21036
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE21036
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE36803
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE36803
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE36803
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE45604
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE45604
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE45604
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE76260
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE76260
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE76260

3.2. Veri isleme Araclar

GEOZ2R (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/geo2r/), GEO veri setindeki ham verileri

isleyen ve kullanicilarin sahip olduklari 6rneklerde, veri dagilimini degerlendirmeye
olanak veren etkilesimli bir internet aracidir. Bu internet aract R programi icerisindeki
limma paketini kullanarak tanimlanan gruplar arasindaki gen ifade degisimlerini analiz
edebilmektedir. Ayrica, analiz sirasinda ya da sonrasinda elde edilen tiim R yazilimina
ait kodlarin kaydedilip, lizerinde ¢esitli degisiklikler yapilarak R yazilimi iizerinden
yeni analizler de yapilabilmektedir. Analizler 6ncesinde verilerin 6n isleme tabi
tutulmasi, sonuglarin giivenilirligi agisindan olduk¢a Onemlidir. Veri 6n isleme
basamaklar1 arka plan diizeltme ve normalizasyon asamalarindan olusmaktadir. Bu
basamaklardan sonra elde edilen gen ifade degerleri, kullanilan veri seti ve platformda
tanimlanan ek agiklama dosyalar1 kullanilarak problarin ilgili gen sembolleri ile

belirtilmesiyle hesaplanmaktadir.

Calisma kapsamindaki normal doku ve PK veri setlerindeki 6rnekler karsilastirilarak
farkli ifade edilen (differentially expressed; DE) IncRNA' lari, miRNA' lar1 ve mRNA'
lar1 tanimlamak i¢in normalizasyon sonrasinda yapilan analiz islemlerinde olusturulan
grafikler R yazilimi igerisindeki GEOquery kiitiiphanesi araciligiyla olusturulmustur.
Veri setlerinde farkli ifade edilen RNA”’ larin kesisim bolgeleri Venn diyagrami analizi
ile elde edilmistir. Bu analiz i¢in Venny yazilimi kullanilmistir

(http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/index.html).

3.3. Aday miRNA' larin Hedef mRNA ve IncRNA Molekiillerinin Saptanmasi

Venn diyagram analizi sonrasinda elde edilen aday miRNA” larin hedef genlerini tespit
etmek igin Targetscan (https://www.targetscan.org/vert_80/) (McGeary et al., 2019),
miRDB  (https://mirdb.org/) (Chen & Wang, 2020) ve miRTarBase
(https://mirtarbase.cuhk.edu.cn/~miRTarBase/miRTarBase_2022/php/index.php)

(Huang et al., 2022) internet araglar1 kullanilmustir. TargetScan veritabaninda
Cumulative weighted context++ score < 0.40 olan veriler, miRDB veritabaninda hedef
tahmin skoru > 50 ve miRTarBase veritabaninda ise ¢ikan tiim deneysel sonuglar
analize dahil edilmistir.

Kesisim kiimesinde elde edilen aday miRNA' larin INCRNA!' lar ile arasindaki etkilesim

ise RNAInter (http://www.rnainter.org/) (Kang et al., 2022) internet araci kullanilarak

analiz edilmistir.
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3.4. Merkezi Genlerin Korelasyon Analizleri

Genlerin ifade seviyelerinin analiz edilmesi, bir organizmadaki genlerin hangi
durumlarda ifadelerinin nasil degisebilecegini anlamak i¢in kullanilan bir yontemdir.
Gen ifadesi analizleri ile olusturulan etkilesim aglari, farkli genlerin birbirleriyle
etkilesim icinde oldugu karmasik bir ag yapisi olarak diisiiniilebilir. Bu ag yapisinda,
baz1 genler diger genlerle daha yogun bir sekilde etkilesim i¢inde olabilir ve gen
ifadesi aginin merkezi noktalarini olusturabilirler. Bu genlere merkezi genler denir.
Merkezi genlerin korelasyonlarini arastirmak i¢in GEPIA (//gepia.cancer-pku.cn/)
tarafindan TCGA-PRAD veri seti kullanilarak merkezi genlerin birbirleri ile olan

korelasyon analizleri yapilmistir.
3.5. Merkezi Genlerin Sagkalim Analizleri

Merkezi genlerin prognostik roliinii arastirmak igin GEPIA (//gepia.cancer-pku.cn/)
tarafindan TCGA-PRAD veri seti kullanilarak merkezi genlerin genel sagkalim
(overall survival; OS) ve hastaliksiz sagkalim (disease free survival; DFS) analizleri

yapilmistir.
3.6. Protein-Protein Etkilesim Aginin Olusturulmasi

Hiicrelerdeki bircok biyolojik siire¢, proteinlerin birbirleriyle etkilesime girmesi
yoluyla diizenlenmektedir. Bu etkilesimler, hiicre iginde sinyal iletimi, enzim
aktivasyonu, hiicre dongiisii kontrolii, metabolik yollarin diizenlenmesi gibi énemli
islevleri yerine getirmektedir. Hiicre icindeki proteinler arasindaki fiziksel
etkilesimleri tanimlayan bu ag yapisina protein-protein etkilesim agi1 (PPE) adi
verilmektedir. PPE aginda her bir proteinin temsil ettigi noktalara diigiim (node) denir.
Her bir diigiim, agda bir proteinin varligini temsil etmektedir. Bir diiglimiin derecesi
(node degree) ise, o diigiime bagh olan kenarlarin sayisini ifade etmektedir. PPE
aginda, bir proteinin diigiim derecesi, o proteine bagl diger proteinlerin sayisini
gostermektedir. Derecesi yiiksek olan diigiimler, ag icinde daha fazla etkilesime sahip
olan o6nemli proteinleri temsil etmektedirler. PPE aginda kullanilan aralik (
betweenness) terimi ise agdaki en kisa yollarin ne kadari bu diigiimden gectigini dlger.
Aralik, bir diigiimiin agdaki merkeziyetini belirlemek i¢in de kullanilir. Yiiksek araliga
sahip bir diigiim, agdaki bir¢ok protein arasinda dnemli bir gecis noktasidir ve bilgi
veya sinyallerin ag i¢inde yayilmasinda Kkilit bir rol oynayabilir. Belirli bir analizin

odaklandigi proteinler ise seed olarak adlandirilmaktadir. Bu proteinler, 6nceden
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bilinen bir fonksiyon veya hastalikla iligkili olabilmektedirler. Ayrica, ¢aligmanin
amacina bagl olarak, ag analizinde diger proteinlerle etkilesimlerini arastirmak igin
bir baslangi¢ noktasi olarak da kullanilabilinir. PPE aginda, kenarlar (edges),
proteinler arasindaki fiziksel etkilesimleri temsil eden ¢izgilerdir. PPE’ nin
saptanmasinda, etkilesimleri bilinen ya da tahmini olarak hesaplanabilen proteinler ile
bir ag olusturulmasinda yaygin olarak kullanilan ‘Etkilesen Genlerin/Proteinlerin
Saptanmas1 i¢in Arama Aract’ (Search Tool for the Retrieval of Interacting
Genes/Proteins; STRING; https://string-db.org/) (Szklarczyk et al., 2019) veri

tabanindaki veriler i¢in networkanalyst.ca internet aracindan yararlanilmistir. Analiz
sirasinda elde edilen PPE agin1 olusturmak i¢in birlesik skoru > 0.4 olan PPE ciftleri
tanimlanmistir. Analiz sonrasinda elde edilen verilerin gorsellestirilebilmesi i¢in
Cytoscape v3.9.1 (Shannon et al., 2003) yazilimi1 kullanilmustir. Ayrica, diigim
derecesi > 5 olarak se¢ilen anlamli (p < 0.05) DEG’ ler (differentially expressed genes)

bu agda merkezi genler olarak tanimlanmistir.
3.7. Secilen mRNA' larin Zenginlestirme Analizleri

DEG' lerin biyolojik fonksiyonlarini belirlemek i¢in gen ontoloji (Gene Ontology; GO)
ve Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) zenginlestirme analizleri
yapilmistir. GO, islevsel agiklama ve zenginlestirme analizleri i¢in yaygin olarak
kullanilir; buradaki, biyolojik siire¢ (biological process; BP), molekiiler fonksiyon
(molecular function; MF) ve hiicresel bilesen (cellular component; CC) yapilandirmasi
gen fonksiyonunun ii¢ ana bilesenini kapsamaktadir. KEGG, yiiksek verimli deneysel
teknolojiler tarafindan iiretilen molekiiler diizeydeki bilgiyi, biyolojik yolak ve
kimyasal maddeler hakkinda biiyiik miktardaki veri toplamak i¢in kullanilan biyolojik
internet aracidir. DEG' lerin GO ve KEGG analizlerini yapmak i¢in EnrichR
(https://maayanlab.cloud/Enrichr/) (Xie et al., 2021) internet araci kullanilmustir.

Istatistiksel anlamlilik, diizeltilmis p degeri (adjustment p value) < 0.05 olarak

ayarlanmugtir.
3.8. istatistik ve Biyoinformatik Analizler

Degisen kosullarda ifadesi anlamli olarak degisen DEG’ lerin saptanmasi, genom
calismalarinda baslangi¢ noktasi olarak kabul edilir. Calismamizda degisen kosullara
uygun parametreler olarak normal kontrol ve PK hasta gruplari secilmistir. Bu

parametrelerin analizinde R yazilimi igerisinde ¢alisabilen LIMMA paketi
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kullanilmistir. Analiz sonrasinda uygun verileri belirleyebilmek i¢in cesitli 6l¢iitler
kullanilabilir; bu ¢alismada, p degeri, diizeltilmis p degeri (= q value), kat degisimi
(fold change; FC) ve Benjamini Hochberg olgiitleri kullanilmistir. Bagimsiz gruplar
arasinda gen ifadesi anlamli olarak degisen genleri saptamak i¢in Benjamini Hochberg
diizeltmesi ile elde edilen diizeltilmis p degeri = q degeri (adjusted p value) < 0.05 ve
[log2FC| > 1 olgiitleri kullanilmistir. FC, iki grup arasinda incelenen parametreler

arasindaki oran olup, elde edilen gen ifade verisini temsil etmektedir.

Elde edilen RNA’ larin PK’ deki biyolojik rollerini anlayabilmek i¢in yolak ve
zenginlestirme analiz yontemleri uygulanmistir. Boylece, elde edilen genlerin gérev
aldiklar1 molekiiler fonksiyonlar, biyolojik iglevler ve bulunduklar1 hiicresel bilesenler
incelenerek, birbirleri ile iliskili diger gen kiimeleri ve sinyal yolaklar1 belirlenerek
aday genler ongortilebilmektedir. Zenginlestirme ve yolak analizlerinde Bonferroni ve

Benjamini-Hochberg gibi diizeltmeler ile diizeltilmis p degerleri saptanabilmektedir.

Venny v2.1. web yazilimi ile kontrol ve PK gruplar arasinda, ifadesi anlamli olarak
degisen RNA’ lar farkli veri setleri kullanilarak karsilagtirilmis ve bu veri setlerinin

kesisim kiimesinde elde edilen RNA’ lar calismaya dahil edilmistir.
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Bulgular

4.1. Veri Setlerinin Secilimi

miRNA ¢alismasi kapsaminda GEO veri tabanindan GSE60371 (56 PK, 21 kontrol),
GSE64333 (27 PK, 27 kontrol), GSE21036 (113 PK, 28 kontrol), GSE36803 (21
PK, 21 kontrol), GSE45604 (50 PK, 10 kontrol) ve GSE76260 (32 PK, 32 kontrol)

veri setlerindeki doku 6rneklerine ait veriler kullanilmistir (Tablo 2).

Tablo 2: GEO veri setlerindeki kontrol ve hasta sayilari

GEO No | Ornek Tipi | Ornek Sayis1 (PK) | Ornek Sayis1 (Kontrol)
GSE60371 Doku 56 21
GSE64333 Doku 27 27
GSE21036 Doku 113 28
GSE36803 Doku 21 21
GSE45604 Doku 50 10
GSE76260 Doku 32 32

Tiim veri setlerindeki PK doku 6rnekleri normal doku ornekleri ile karsilastirilmis ve
analizleri  gerceklestirilmistir. ~ Analizlerin  sonunda GSEG60371, GSE64333,
GSE21036, GSE36803, GSE45604 ve GSE76260 veri setlerinde sirastyla 357, 38, 95,
60, 28 ve 115 miRNA’ nin yukari diizenlendigi; 383, 43, 89, 55, 39 ve 132 miRNA’
nin da asag1 diizenlendigi saptanmustir (p < 0.05, Grafik 1). GSE21036, GSE36803 ve
GSE45604 veri setlerindeki PK  ornekleri normal doku Ornekleri ile
karsilastirildiklarinda ortak olarak hsa-miR-133b (asag: diizenlenme), hsa-miR-222-
3p (asag1 diizenlenme) ve hsa-miR-182-5p° nin (yukari diizenlenme) ifade
degisiklikleri saptanmistir (Tablo 3, 4, Grafik 1). Grafik 1’ deki volkano grafiginde
kirmizi nokta ile isaretlenen genler yukari (upregulated) diizenlenirken, mavi nokta ile
isaretlenenler agsag1 (downregulated) diizenlenmekte, siyah nokta ile isaretlenenler ise
anlamli bir ifade degisimi gostermeyen genleri belirtmektedir. GEO veritabanindan
secilen 3 veri setindeki ortak degisim gosteren hsa-miR-133b, hsa-miR-222-3p ve hsa-
miR-182-5p’ nin TCGA veri setindeki ifade degisimleri de UALCAN internet araci
ile analiz edildi. Buna gére PK olgularindaki hsa-miR-133b ve hsa-miR-222-3p’ nin
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ifade seviyeleri kontrol grubuna gore anlamli bir sekilde diisiik iken (p < 0.05), hsa-

miR-182-5p’ nin ise yiiksek saptanmistir (p < 0.05) (Grafik 2).
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Grafik 1: Veri setlerinde bulunan miRNA’ larin prostat kanseri ve normal grup

arasindaki ifade seviyelerinin dagiliminin volkano grafigi ile gosterilmesi




Tablo 3: miRNA veri setlerindeki ortak miRNA”’ lar

* Kirmizi ile isaretli olan miRNA’ lar secilen aday miRNA’ lardir.

GEO No Ortak miRNA
miRNA
sayis1

GSE21036, GSE45604, GSE64333 1 hsa-miR-183-5p

GSE21036, GSE36803, GSE45604 3 hsa-miR-133b hsa-miR-222-3p hsa-miR-182-5p

GSE45604, GSE64333 1 hsa-miR-1-3p

GSE21036, GSE45604 1 hsa-miR-133a-3p

GSE36803, GSE45604 4 hsa-miR-221-3p hsa-miR-375 hsa-miR-143-3p hsa-miR-187-3p

GSE21036, GSE60371 1 hsa-miR-146b-5p

GSE36803, GSE60371 1 hsa-miR-205-5p

GSE21036, GSE64333 3 hsa-miR-221-5p hsa-miR-7-5p hsa-miR-659-3p

GSE36803, GSE64333 3 hsa-miR-148a-3p hsa-miR-145-5p hsa-miR-18b-5p

GSE21036, GSE36803 1 hsa-miR-96-5p

GSE45604 4 hsa-miR-422a hsa-miR-1271-5p hsa-miR-200c-3p hsa-miR-3175

GSE60371 9 hsa-miR-638 hsa-miR-1260a hsa-miR-1207-5p hsa-miR-338-3p
hsa-miR-30b-5p hsa-miR-1274b hsa-miR-21-3p hsa-miR-142-3p
hsa-miR-1268a

GSE64333 46 hsa-miR-20b-5p hsa-miR-665 hsa-miR-933 hsa-miR-490-5p hsa-
miR-483-5p hsa-let-7f-5p hsa-miR-371a-5p hsa-let-7d-5p hsa-
miR-200a-3p hsa-miR-498 hsa-miR-31-3p hsa-miR-98-5p hsa-
miR-550a-5p hsa-miR-29b-1-5p hsa-miR-92b-3p hsa-miR-374b-
5p hsa-miR-129-1-3p hsa-miR-26b-5p hsa-miR-23b-5p hsa-miR-
505-5p hsa-let-7a-5p hsa-miR-192-5p hsa-miR-765 hsa-miR-
200b-5p hsa-miR-887-3p hsa-miR-671-3p hsa-miR-200b-3p hsa-
miR-602 hsa-miR-20a-5p hsa-miR-95-3p hsa-miR-203a-3p has-
miR-550a-3p hsa-let-7b-3p hsa-miR-10b-5p hsa-miR-454-3p hsa-
let-7f-1-3p hsa-miR-483-3p hsa-miR-374a-5p hsa-miR-199b-5p
hsa-miR-301a-3p hsa-miR-767-3p hsa-miR-563 hsa-miR-425-3p
hsa-miR-671-5p hsa-miR-590-5p hsa-miR-150-3p

GSE76260 5 hsa-miR-876-3p hsa-miR-32 hsa-miR-187
hsa-miR-663b hsa-miR-449a

GSE21036 12 hsa-miR-135a-3p hsa-miR-148a-5p hsa-miR-424-3p hsa-miR-
548c-3p hsa-miR-648 hsa-miR-663a hsa-miR-153-3p hsa-miR-
143-5p hsa-miR-877-5p hsa-miR-518c-5p hsa-miR-32-5p hsa-
miR-141-5p

GSE36803 11 hsa-miR-25-3p hsa-miR-1244 hsa-miR-224-5p hsa-miR-149-5p

hsa-miR-455-5p hsa-miR-204-5p hsa-miR-376¢-3p hsa-miR-
505-3p hsa-miR-139-5p hsa-miR-130b-3p hsa-miR-31-5p
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Tablo 4: Aday miRNA” larin GEO ve TCGA’ daki ifade degigimleri

MiRNA GSE21036 | GSE36803 | GSE45604 | UALCAN (PK/N)*
hsa-miR-133b -1.571 -1.394 -1.079 l
hsa-miR-222-3p -1.675 -1.127 -1.335 !
hsa-miR-182-5p 1.118 1.336 1.919 1

* N = normal (51), PK= prostat kanseri (490), negatif deger: asag1 diizenlenen, pozitif

deger: yukari diizenlenen, | = Asag1 diizenlenen, 1 = Yukar1 diizenlenen, p < 0.05

4.2. Aday miRNA’ larin mRNA Hedeflerinin Tamimlanmasi

hsa-miR-133b, hsa-miR-222-3p ve hsa-miR-182-5p’ nin 6ngoériillen MRNA hedeflerini
saptamak icin TargetScan, miRDB ve miRTarbase veritabanlar1 ile analizler
gerceklestirildi. Analizler sonrasinda q degeri < 0.05 ve logFC > 1 olan mRNA’ lar
secilerek 3 veri setinde de ortak ifade degisimi gosteren mRNA”’ lar sonraki analizlere
dahil edildi. hsa-miR-133b’ nin 3 veritabaninda ortak ifade degisimi gosteren 24 tane,
hsa-miR-222-3p’ nin 46 tane ve hsa-miR-182-5p’ nin ise 50 tane mMRNA’ y1
hedefledikleri saptandi (Sekil 2). Elde edilen sonuglar, TCGA veritabanindaki gen
ifade verileriyle karsilastirildiginda hsa-miR-133b’ nin 24 hedef geninden 10 tanesinin
MRNA diizeyinde asag1 diizenlendigi (p < 0.05), 3’ {inlin yukar1 diizenlendigi (p <
0.05) ve 11’ inin de anlamli bir ifade degisimi gostermedigi saptanmistir (p > 0.05).
Bununla birlikte, hsa-miR-182-5p’ nin 50 hedef geninden 28 tanesinin mMRNA
diizeyinde asag1 diizenlendigi (p < 0.05), 9° unun yukari diizenlendigi (p < 0.05) ve
13’ tniin de anlaml bir ifade degisimi gostermedigi saptanmistir (p > 0.05). Son
olarak, hsa-miR-222-3p’ nin 46 hedef geninden 14 tanesinin mRNA diizeyinde asag1
diizenlendigi (p < 0.05), 13’ {iniin yukar1 diizenlendigi (p < 0.05) ve 19’ unun anlamli
bir ifade degisimi gostermedigi saptanmstir (p > 0.05).
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Grafik 2: Aday miRNA’ larin TCGA’ daki ifade degisimlerini gosteren grafik.

* A. Prostat kanseri ve normal olgulara ait 6rneklerdeki hsa miR-133b’ nin ifade degerleri. B. Prostat kanseri ve normal olgulara
ait 6rneklerdeki hsa-miR-222-3p’ nin ifade degerleri. C. Prostat kanseri ve normal olgulara ait 6rneklerdeki hsa-miR-182-5p” nin
ifade degerleri. PRAD: Prostate Adenocarcinoma (Prostat kanseri). Kirmizi kutu prostat kanseri grubunun ifade degerini,

mavi kutu ise kontrol grubunun ifade degerini temsil etmektedir (p < 0.05).
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Sekil 2: hsa-miR-133b, hsa-miR-222-3p ve hsa-miR-182-5p’ nin 6ngodrillen mRNA
hedeflerini saptamak i¢in TargetScan, miRDB ve miRTarbase
veritabanlarindaki Venn Diyagram dagilimi

4.3. Aday miRNA’ larin IncRNA Hedeflerinin Tanimlanmasi

hsa-miR-133b, hsa-miR-222-3p ve hsa-miR-182-5p’ nin oOngoriilen INcCRNA
hedeflerini saptamak i¢cin RNAInter veritabani kullanilarak analizler gergeklestirildi.
Analizler sonrasinda hsa-miR-133b i¢in 66 tane, hsa-miR-222-3p i¢gin 73 tane ve hsa-
miR-182-5p i¢in de 126 tane etkilesimde olduklari INCRNA saptandi. Elde edilen
sonuglar, TCGA veritabanindaki gen ifade verileriyle karsilastirildiginda hsa-miR-
133b’ nin 66 hedef geninden 9’ unun asagi diizenlendigi (p < 0.05). 24’ {iniin ise yukar1
diizenledigi saptanmustir (p < 0.05). Bununla birlikte, hsa-miR-182-5p’ nin 126 hedef
geninden 13’ iiniin asag1 diizenlendigi (p < 0.05), 36’ siin ise yukari diizenlendigi
saptanmigtir (p < 0.05). Son olarak, hsa-miR-222-3p’ nin 73 hedef geninden 8’ inin
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asag1 diizenlendigi (p < 0.05), 19’ unun ise yukari diizenlendigi saptanmustir (p < 0.05)
Tablo 5, 6 ve 7° de ilgili miRNA’ lara ait istatistiksel olarak anlamli sonuglar yer

almaktadir (p < 0.05).

Tablo 5: hsa-miR-133b’ nin INCRNA Hedeflerinin Tanimlanmasi

* PK = Prostat kanseri, N = Normal prostat dokusu, | = Asagi diizenlenen, 1 = Yukar1 diizenlenen,

Skor = RNAInter skoru

miRNA ifade IncRNA ifade

miRNA degisimi (PK/N) IncRNA degisimi (PK/N) Skor
hsa-miR-133b N FAM66D NE 0.2129
hsa-miR-133b N MIR1-1HG-AS1 N 0.2129
hsa-miR-133b N SH3TC2-DT N 0.2129
hsa-miR-133b N2 DLEU1 NA 0.2129
hsa-miR-133b N FAM66E N 0.2129
hsa-miR-133b N FILNC1 N 0.2129
hsa-miR-133b N FAMG66A N 0.2129
hsa-miR-133b N2 MIR22HG N 0.2129
hsa-miR-133b N FAM66C N 0.2129
hsa-miR-133b N TTN-AS1 ™ 0.5377
hsa-miR-133b N EGFR-AS1 ™ 0.3367
hsa-miR-133b N2 AQP4-AS1 o 0.2129
hsa-miR-133b N2 HCG27 o 0.2129
hsa-miR-133b N LINC00467 ™ 0.2129
hsa-miR-133b N LINCO1134 ™ 0.2129
hsa-miR-133b N LINCO1566 N 0.2129
hsa-miR-133b N2 PART1 o 0.2129
hsa-miR-133b N LINC02381 ™ 0.2129
hsa-miR-133b N C2CD4D-AS1 ™ 0.2129
hsa-miR-133b N LINC01913 ™ 0.2129
hsa-miR-133b N2 HPN-AS1 ™ 0.2129
hsa-miR-133b N LINC01060 ™ 0.2129
hsa-miR-133b N LINC01144 ™ 0.2129
hsa-miR-133b N SLC25A21-AS1 ™ 0.2129
hsa-miR-133b N MIR17HG ™ 0.2129
hsa-miR-133b N2 LINC02120 ™ 0.2129
hsa-miR-133b N LINC01881 ™ 0.2129
hsa-miR-133b NS KU-MEL-3 ™ 0.2129
hsa-miR-133b N LINC00608 ™ 0.2129
hsa-miR-133b N2 CTBP1-DT ™ 0.2129
hsa-miR-133b N DICER1-AS1 ™ 0.2129
hsa-miR-133b N LINC01128 ™ 0.2129
hsa-miR-133b N FAM13A-AS1 ™ 0.2129
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Tablo 6: hsa-miR-182-5p’ nin INCRNA Hedeflerinin Tanimlanmasi

* PK = Prostat kanseri, N = Normal prostat dokusu, | = Asag1 diizenlenen, 1 = Yukar1 diizenlenen,
Skor = RNAInter skoru

. miRNA ifade IncRNA ifade degisimi

miRNA degisimi (PK/N) IncRNA (PK/N) Skor
hsa-miR-182-5p T ADAMTS9-AS2 NS 0.5293
hsa-miR-182-5p T DLEU1 J 0.2131
hsa-miR-182-5p T LINC01619 N 0.2131
hsa-miR-182-5p ™ LINC02453 NS 0.2131
hsa-miR-182-5p T PURPL NE 0.2129
hsa-miR-182-5p D PAXIP1-AS2 d 0.2129
hsa-miR-182-5p T LINC01140 N 0.2129
hsa-miR-182-5p ™ SH3TC2-DT NS 0.2129
hsa-miR-182-5p ™ C5orf56 J 0.2129
hsa-miR-182-5p D BCDIN3D-AS1 d 0.2129
hsa-miR-182-5p ™ APCDD1L-DT J 0.2129
hsa-miR-182-5p T LINC00632 N 0.2129
hsa-miR-182-5p ™ LINC01018 NS 0.2129
hsa-miR-182-5p T SNHG3 T 0.4506
hsa-miR-182-5p ™ SNHG16 T 0.3682
hsa-miR-182-5p T EXOC3-AS1 T 0.2986
hsa-miR-182-5p P KIAA0087 ™ 0.2131
hsa-miR-182-5p 1B LINC02389 T 0.2129
hsa-miR-182-5p ™ EWSAT1 T 0.2129
hsa-miR-182-5p T LINC00173 T 0.2129
hsa-miR-182-5p ™ CTBP1-DT ™ 0.2129
hsa-miR-182-5p T UNQ6494 P 0.2129
hsa-miR-182-5p T ZBTB11-AS1 1 0.2129
hsa-miR-182-5p T LINCO0894 T 0.2129
hsa-miR-182-5p T LINCO0964 T 0.2129
hsa-miR-182-5p ™ LINC02035 ™ 0.2129
hsa-miR-182-5p 1P NFYC-AS1 N 0.2129
hsa-miR-182-5p N ZNF436-AS1 N 0.2129
hsa-miR-182-5p T GABPB1-AS1 T 0.2129
hsa-miR-182-5p ™ ZFAS1 T 0.2129
hsa-miR-182-5p T LINC00222 T 0.2129
hsa-miR-182-5p D LINC00907 D 0.2129
hsa-miR-182-5p D LEF1-AS1 D 0.2129
hsa-miR-182-5p T RAD21-AS1 T 0.2129
hsa-miR-182-5p T HCG27 T 0.2129
hsa-miR-182-5p T MCM3AP-AS1 T 0.2129
hsa-miR-182-5p D LINC01973 D 0.2129
hsa-miR-182-5p T PCGEM1 T 0.2129
hsa-miR-182-5p ™ FAM201A T 0.2129
hsa-miR-182-5p T LINC02381 T 0.2129
hsa-miR-182-5p D OLMALINC D 0.2129
hsa-miR-182-5p T MIR4453HG T 0.2129
hsa-miR-182-5p T CEP83-DT T 0.2129
hsa-miR-182-5p ™ LINC00240 T 0.2129
hsa-miR-182-5p T LINC00608 T 0.2129
hsa-miR-182-5p D LINC00992 D 0.2129
hsa-miR-182-5p T GPR158-AS1 T 0.2129
hsa-miR-182-5p ™ DNMBP-AS1 T 0.2129
hsa-miR-182-5p T ZNF252P-AS1 T 1,00E-10
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Tablo 7: hsa-miR-222-3p’ nin INCRNA Hedeflerinin Tanimlanmasi

* PK = Prostat kanseri, N = Normal prostat dokusu, | = Asag1 diizenlenen, 1 = Yukar1 diizenlenen,
Skor = RNAInter skoru

miRNA ifade IncRNA ifade degisimi
miRNA degisimi (PK/N) IncRNA (PK/N) Skor

hsa-miR-222-3p N MIR222HG N 0.4497
hsa-miR-222-3p N FAMG66E N 0.235

hsa-miR-222-3p N RRN3P2 N 0.2129
hsa-miR-222-3p N EPHA1-AS1 NE 0.2129
hsa-miR-222-3p N PURPL N 0.2129
hsa-miR-222-3p NG HOXA-AS2 N 0.2129
hsa-miR-222-3p N LINC01018 N 0.2129
hsa-miR-222-3p N LINC00484 NE 0.2129
hsa-miR-222-3p N GAS5 ™ 0.5968
hsa-miR-222-3p NG TYMSOS T 0.2986
hsa-miR-222-3p NA GLIDR ™ 0.2129
hsa-miR-222-3p N ZNF674-AS1 T 0.2129
hsa-miR-222-3p N LINC00623 ™ 0.2129
hsa-miR-222-3p N ST8SIA6-AS1 ™ 0.2129
hsa-miR-222-3p NA PCA3 ™ 0.2129
hsa-miR-222-3p N NFYC-AS1 T 0.2129
hsa-miR-222-3p N LINC00992 ™ 0.2129
hsa-miR-222-3p NS LINC00167 ™ 0.2129
hsa-miR-222-3p NA JPX ™ 0.2129
hsa-miR-222-3p N CEBPA-DT T 0.2129
hsa-miR-222-3p N LINC01126 ™ 0.2129
hsa-miR-222-3p N LINC00244 N 0.2129
hsa-miR-222-3p N LINC00685 P 0.2129
hsa-miR-222-3p NG GAS6-AS1 T 0.2129
hsa-miR-222-3p N DGCR5 T 0.2129
hsa-miR-222-3p N MIR2052HG ™ 0.2129
hsa-miR-222-3p NS SCARNA9 T 0.1519

4.4. mRNA:miRNA:IncRNA Korelasyon Analizleri

IncRNA' lar, mRNA’ larin hedefi olan miRNA' lara baglanarak mRNA ifadesini
diizenleyen ceRNA' lar olarak gorev yaparlar ve bu etkiyi gosterebilmeleri igin
miRNA’ lar ile negatif korelasyon gosterirler. Aday mRNA ve IncRNA’ larin se¢im
isleminde yukaridaki analiz sonuglarindan elde edilen miRNA’ larin hedefledikleri
RNA” lar kullanilmistir. ceRNA hipotezi dogrultusunda segilecek anlamli (p < 0.05)
mRNA ve IncRNA’ larin miRNA” lar ile negatif korelasyon; mRNA ile IncRNA’ nin
ise pozitif korelasyon gostermesi gerekmektedir. Yapilan korelasyon analizleri Tablo
8, 9 ve 10’ da verilmistir. Buna gore hsa-miR-133b, CDK5R1 ve HPN-AS1 ile en
yiiksek negatif korelasyonu gostermektedir (sirasiyla, R =-0.217, p <0.01, R =-0.256,
p <0.01). CDK5R1 ile HPN-AS1 arasindaki korelasyon incelendiginde ise, en yliksek
pozitif korelasyona sahip oldugu saptanmistir (R = 0.17, p < 0.01). Bununla birlikte,
hsa-miR-222-3p, PDIK1L ve ZNF674-AS1 ile en yiiksek negatif korelasyonu
gostermektedir (sirasiyla, R = -0.392, p < 0.01, R = -0.295, p < 0.01). PDIKLL ile

ZNF674-AS1 arasindaki korelasyon incelendiginde ise, bu korelasyonun anlamli
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olarak en yiiksek pozitif korelasyona sahip oldugu saptanmistir (R = 0.43, p < 0.01).
Son olarak, hsa-miR-182-5p MITF ve ADAMTS9-AS2 ile en yiiksek negatif
korelasyonu gostermektedir (sirasiyla, R =-0.465, p < 0.01, R =-0.5, p < 0.01). MITF

ile ADAMTS9-AS2 arasindaki korelasyon incelendiginde ise, bu korelasyonun anlamli

olarak en yiiksek pozitif korelasyona sahip oldugu saptanmistir (R =0.799, p < 0.01).
Bununla birlikte BCL2 geni de ADAMTS9-AS2 ile ayni oranda korelasyona sahiptir (R
=0.799, p < 0.01). Ancak, BCL2’ nin hsa-miR-182-5p ile olan korelasyonu MITF’ ye
oranla daha diisiik saptanmustir (R =-0.307, p < 0.01).

Tablo 8: mMIRNA-mRNA korelasyon analiz sonuglari

miRNA miRNA ifade mMRNA mRNA ifade R degeri p degeri
degisimi (PK/N) degisimi (PK/N)
hsa-miR-133b ! FOXL2 1 -0.098 2.99E-02
hsa-miR-133b ! COL1A1 1 -0.039 3.92E-01
hsa-miR-133b ! CDK5R1 i -0.217 1.11E-06
hsa-miR-222-3p |} YWHAG 1 -0.329 6.33E-14
hsa-miR-222-3p ! HIPK2 1 -0.221 6.54E-07
hsa-miR-222-3p ! RNF4 1 -0.205 4.05E-06
hsa-miR-222-3p ! STMN1 1 -0.286 9.64E-11
hsa-miR-222-3p ! KPNA2 i -0.388 3.24E-19
hsa-miR-222-3p 1} PDIK1L 1 -0.392 1.16E-19
hsa-miR-222-3p ! ZFYVE16 1 -0.197 1.03E-05
hsa-miR-182-5p 1 FOXO01 l -0.457 7.48E-27
hsa-miR-182-5p 1 CREB1 l -0.063 1.62E-01
hsa-miR-182-5p 1 CCND2 l -0.405 5.57E-21
hsa-miR-182-5p 1 BCL2 i} -0.307 2.87E-12
hsa-miR-182-5p 1 FBXW?7 l -0.115 1.01E-02
hsa-miR-182-5p 1 MITF | -0.465 5.56E-28
hsa-miR-182-5p 1 FGF9 l -0.164 2.38E-04
hsa-miR-182-5p 1 SESN2 l -0.144 1.33E-03
hsa-miR-182-5p 1 PFN1 | -0.031 4.90E-01
hsa-miR-182-5p 1 CLOCK l -0.199 8.08E-06
hsa-miR-182-5p 1 KDM5A i} -0.22 7.55E-07
hsa-miR-182-5p 1 CYLD l -0.359 1.66E-16
hsa-miR-182-5p 1 EIF4EBP2 l -0.222 6.25E-07
hsa-miR-182-5p 1 ARRDC3 l -0.122 6.69E-03
hsa-miR-182-5p 1 LRRC4 l -0.276 4.11E-10
hsa-miR-182-5p 1 PPP1R12A i} -0.407 3.55E-21
hsa-miR-182-5p 1 QSER1 l -0.245 3.44E-08
hsa-miR-182-5p 1 FOXF2 | -0.229 2.72E-07
hsa-miR-182-5p 1 USP5 l 0.015 7.45E-01
hsa-miR-182-5p 1 MTSS1 l -0.26 4.40E-09
hsa-miR-182-5p 1 RARG i} -0.343 3.94E-15
hsa-miR-182-5p 1 NPTX1 l -0.309 1.96E-12
hsa-miR-182-5p 1 RASA2 | -0.062 1.67E-01
hsa-miR-182-5p 1 RECK l -0.213 1.80E-06
hsa-miR-182-5p 1 PPM1L l -0.339 8.90E-15
hsa-miR-182-5p 1 EVI5 | -0.203 5.14E-06
hsa-miR-182-5p 1 GABRB1 l -0.138 2.11E-03
hsa-miR-182-5p 1 PPP1R11 i} -0.196 1.09E-05
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Tablo 9: mMIRNA-IncRNA korelasyon analiz sonuglari

miRNA miRNA ifade IncRNA IncRNA ifade R degeri | p degeri
degisimi (PK/N) degisimi (PK/N)

hsa-miR-133b | HPN-AS1 1 -0.256 7.46E-09
hsa-miR-133b | FAMG6A | 0.059 1.87E-01
hsa-miR-133b | LINC01128 l 0.073 1.04E-01
hsa-miR-222-3p l GAS5 1 -0.205 4.50E-06
hsa-miR-222-3p | TYMSOS 1 -0.199 7.99E-06
hsa-miR-222-3p | ZNF674-AS1 1 -0.295 2.00E-11
hsa-miR-222-3p | NFYC-AS1 1 -0.154 6.04E-04
hsa-miR-222-3p | DGCR5 1 -0.161 3.26E-04
hsa-miR-182-5p 1 ADAMTS9-AS2 | 05 1.14E-32
hsa-miR-182-5p 1 DLEU1 l -0.137 2.20E-03
hsa-miR-182-5p 1 LINC01619 1 0.019 6.73E-01
hsa-miR-182-5p 1 LINC02453 1 0.031 4.95E-01
hsa-miR-182-5p 1 PURPL l -0.074 1.01E-01
hsa-miR-182-5p T PAXIP1-AS2 | -0.193 1.50E-05
hsa-miR-182-5p 1 LINC01140 l -0.319 3.63E-13
hsa-miR-182-5p T SH3TC2-DT | -0.177 7.27E-05
hsa-miR-182-5p 1 C5orf56 l -0.072 1.10E-01
hsa-miR-182-5p 1 BCDIN3D-AS1 l -0.182 4.84E-05
hsa-miR-182-5p 1 APCDDI1L-AS1 l -0.203 5.59E-06
hsa-miR-182-5p 1 LINC00632 l -0.084 6.31E-02
hsa-miR-182-5p T LINC01018 | 0372 1.15E-17

kriterlerini saglayan en yiiksek 10 RNA)

Tablo 10: mMRNA-IncRNA korelasyon analiz sonuglari (R > 0.15, p < 0.05

mRNA mRNA ifade IncRNA IncRNA ifade R degeri p degeri
degisimi (PK/N) degisimi (PK/N)

BCL2 ! ADAMTS9-AS2 ! 0.799 5.45E-112
MITF l ADAMTS9-AS2 1 0.799 5.45E-112
FOXO01 l ADAMTS9-AS2 ! 0.786 8.00E-106
CLOCK l PAXIP1-AS2 ! 0.78 3.72E-103
KDM5A l PAXIP1-AS2 ! 0.761 2.78E-95
PPP1R12A l PAXIP1-AS2 ! 0.759 1.04E-94
CCND2 l ADAMTS9-AS2 ! 0.752 6.35E-92
EVI5 l PAXIP1-AS2 1 0.736 2.35E-86
PPP1R12A l ADAMTS9-AS2 ! 0.694 5.28E-73
CYLD l PAXIP1-AS2 ! 0.675 1.08E-67
STMN1 T TYMSOS 7 056 0.00E+00
RNF4 1 ZNF674-AS1 1 0.47 0.00E+00
KPNA2 1 TYMSOS 1 0.44 0.00E+00
ZFYVE16 i ZNF674-AS1 1 0.44 0.00E+00
PDIK1L T ZNF674-AS1 1 0.43 0.00E+00
YWHAG T ZNF674-AS1 1 0.34 1.10E-14
HIPK2 1 ZNF674-AS1 1 0.34 1.50E-14
PDIK1L 1 NFYC-AS1 1 0.27 2.20E-09
ZFYVE16 1 NFYC-AS1 1 0.26 4.30E-09
KPNA2 i ZNF674-AS1 1 0.25 1.80E-08
COL1A1 l FAMG66A ! 0.2 5.70E-06
CDK5R1 T LINCO01128 1 0.2 7.50E-06
CDK5R1 1 HPN-AS1 1 0.17 2.00E-04
COL1Al l MIR1-1HG-AS1 ! 0.149 8.26E-04

4.5. mMRNA:mMiRNA:IncRNA Etkilesim Aginin Olusturulmasi

MIRNA-mMRNA ve InCRNA-miRNA arasinda belirlenen etkilesimler, Cytoscape

yazilimiyla belirli bir ceRNA (MRNA:MiRNA:INcCRNA) agmin olusturulmasi igin
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kullanilmigtir. Hedef mRNA’ larin, Cytoscape icerisinde yer alan STRING
uygulamasinin veritabanindaki PPE ag1 olusturulmus ve saptanan etkilesimlerdeki
MRNA’ lar kullanilmigtir. Buna gore, 77 mRNA (p < 0.05, yukari ve asagi
diizenlenme) ile yapilan analizler sonrasinda ag igerisinde etkilesimi bulunan 51
protein (seed) saptanmis, bu proteinler de 967 protein (node) ile etkilesimde olup,
toplamda 1468 kenar (edges) elde edilmistir. PPE’ deki diigiim derecesi incelendiginde
70 proteinin > 5 oldugu saptanmistir. Bu proteinlerden de yukarida yapilan korelasyon
analizlerinden elde edilen mRNA’ lar incelendiginde (R > 0.15, p < 0.05) ilgili
mRNA” lardan 17’ sinin diigiim derecelerinin > 5 oldugu saptanmistir. Bu ag, merkezi
genlerin ifade siirecindeki diizenleyici iligkileri ve ayrica timdr olusumunun karmagik

mekanizmalarini yansitmaktadir. INCRNA” larin se¢im isleminde de merkezi miRNA’

larla etkilesimde olan IncRNA’ lar kullanilmistir (Tablo 8, 9, 10, 11, Sekil 3).

Tablo 11: mRNA”’ larin etkilesimde bulunduklart miRNA’ lar ve IncRNA’ lar

mMRNA Diigiim Aralik Etkilesimdeki Etkilesimdeki IncRNA (mRNA ile pozitif korelasyon
derecesi miRNA (>=0.15)

FOXO1 81 48939.93 | hsa-miR-182-5p ADAMTS9-AS2, PAXIP1-AS2, LINC01018,
LINC01140, APCDD1L-AS1, BCDIN3D-AS1, SH3TC2-
DT

YWHAG 59 36455.73 | hsa-miR-222-3p ZNF674-AS1, DGCR5, NFYC-AS1

PPP1R12A 37 30015.2 hsa-miR-182-5p PAXIP1-AS2, ADAMTS9-AS2, LINC01140, BCDIN3D-
AS1, LINC01018, APCDD1L-AS1, SH3TC2-DT

CCND2 34 12973.07 | hsa-miR-182-5p ADAMTS9-AS2, LINC01140, LINC01018, APCDD1L-
AS1, BCDIN3D-AS1, PAXIP1-AS2, SH3TC2-DT

RNF4 29 24089.12 | hsa-miR-222-3p ZNF674-AS1, NFYC-AS1

CYLD 28 19797.86 | hsa-miR-182-5p PAXIP1-AS2, ADAMTS9-AS2, LINC01140,
LINC01018, BCDIN3D-AS1, SH3TC2-DT, APCDD1L-
AS1

BCL2 28 19429.65 | hsa-miR-182-5p ADAMTS9-AS2, LINC01140, LINC01018, PAXIP1-
AS2, APCDD1L-AS1, BCDIN3D-AS1, SH3TC2-DT

KPNA2 25 19166.74 | hsa-miR-222-3p TYMSOS, ZNF674-AS1,

CLOCK 23 14514.31 | hsa-miR-182-5p PAXIP1-AS2, ADAMTS9-AS2, BCDIN3D-ASL,
LINC01018, LINC01140, SH3TC2-DT

RARG 23 7275.32 hsa-miR-182-5p ADAMTS9-AS2, APCDD1L-AS1, LINC01140,
LINC01018, BCDIN3D-AS1, PAXIP1-AS2, SH3TC2-DT

HIPK2 16 T471.77 hsa-miR-222-3p GAS5, ZNF674-AS1

MITF 14 4704.58 hsa-miR-182-5p ADAMTS9-AS2, LINC01140, LINC01018, PAXIP1-
AS2, APCDD1L-AS1, BCDIN3D-AS1, SH3TC2-DT

STMN1 12 4920.13 hsa-miR-222-3p TYMSOS, DGCR5, NFYC-AS1, ZNF674-AS1, GAS5

KDM5A 8 4840.78 hsa-miR-182-5p PAXIP1-AS2, ADAMTS9-AS2, SH3TC2-DT,
BCDIN3D-AS1, LINC01140, LINC01018, APCDD1L-
AS1

FGF9 7 2893.41 hsa-miR-182-5p ADAMTS9-AS2, LINC01140, APCDD1L-AS1,
SH3TC2-DT, PAXIP1-AS2

CDK5R1 5 2105.93 hsa-miR-133b LINC01128, HPN-AS1

PPP1R11 5 1931.5 hsa-miR-182-5p PAXIP1-AS2, BCDIN3D-AS1, LINC01018
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Sekil 3: Protein-protein etkilesim analiz sonuglari

* Mavi kutu: Aday miRNA’ lar, Sar1 kutu: Aday IncRNA’ lar, Kirmizi kutu: Aday mRNA” lar

4.6. Aday mRNA:mMiRNA:IncRNA’ larin AR ile Korelasyon Analizleri

Aday mRNA’ larin AR ile yapilan korelasyon analizleri sonrasinda BCL2 (R = 0.2),
CDK5R1 (R=0.34), CLOCK (R =0.63), CYLD (R=0.48), FOXO1 (R =0.24), HIPK2
(R =0.6), KDM5A (R = 0.59), KPNA2 (R = 0.33), MITF (R = 0.25), PPP1R11 (R =
0.36), PPP1R12A (R = 0.45), RNF4 (R = 0.56), STMN1 (R = 0.4) ve YWHAG (R =
0.56)’ 1n pozitif korelasyon gosterdikleri saptanmistir (p < 0.05). Aday IncRNA’
lardan ise BCDIN3D-AS1, DGCR5, HPN-AS1, LINC01128, NFYC-AS1, PAXIP1-AS2,
TYMSOS ve ZNF674-AS1 pozitif korelasyon gosterirken, GAS5 ise negatif bir
korelasyon gostermektedir (Grafik 3, 4).
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Grafik 4: Aday IncCRNA’ larin AR ile korelasyon sonuglari

4.7. Aday Genlerin Sagkalim Analiz Sonuclari

TCGA veri setindeki prostat kanseri olgulari medyanlarina gére aday genleri diisiik ya
da yiiksek ifade edilenler olarak iki gruba ayrildi. Gruplar arasinda FOXO1 (p = 0.022),
KPNA2 (p = 0.00035), PPP1R11 (p = 0.0019) ve STMN1 (p = 0.0065)’ in hastaliksiz
sagkalim analizleri incelendiginde anlaml bir fark saptanmistir (Grafik 5). Genel
sagkalim sonuclart analiz edildiginde ise gruplar arasinda anlamli bir fark
saptanmamistir (p > 0.05) (Grafik 6). IncRNA’ larin iki grup arasindaki hastaliksiz
sagkalim analizleri incelendiginde DGCR5 (p = 0.019), HPN-AS1 (p = 0.0049),
LINC01018 (p = 0.037), LINC01128 (p = 0.038), NFYC-AS1 (p = 0.013) ve TYMSOS
(p = 0.00018)’ un anlamli bir degisim gosterdigi saptanmustir (Grafik 7). Genel
sagkalim sonuglar1 analiz edildiginde ise gruplar arasinda anlamli bir fark

saptanmamustir (p > 0.05) (Grafik 8).
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4.8. miRNA:IncRNA Hedef Genlerinin Zenginlestirme ve Yolak Analiz Sonuc¢lar:

Belirlenen genlerin, hiicre i¢erisinde hangi biyolojik siire¢ ve sinyal yolaklarinda gorev
aldiklarin1 belirlemek icin gen ontolojisi ve yolak analizleri gerceklestirildi.
Analizlerde miRNA ve IncRNA’ larla etkilesimde olduklar1 6ngoriilen mRNA’ lar
tamimlandi ve ilgili mRNA’ larin biyolojik fonksiyonlari ve yolak analizleri EnrichR
internet yazilimi ile gerceklestirildi. GO analiz sonuglar1 biyolojik siireg, hiicresel
bilesen ve molekiiler fonksiyon olmak iizere 3 alt grup altinda tanimlandi. Benjamini-
Hochberg degeri < 0.05 olacak sekilde tiim alt gruplarda filtreleme yapildiginda
biyolojik siire¢ alt grubunda 104, hiicresel bilesen alt grubunda 5 ve molekiiler
fonksiyon alt grubunda 25 adet terim elde edildi (Tablo 12, 13, 14). Yolak analizinde
KEGG veritabani kullanilarak 24 adet yolak tespit edilmistir (Tablo 15).

Tablo 12: Biyolojik siire¢ analizi

* Diizeltilmis p degeri < 0.05 olan veriler verilmistir.

Diizeltilmis p

Terim p degeri degeri Gen
f:r:;'é‘ iggi‘r‘;tsf:p"t‘:o”n”féeg f;(igs 0g) | 26306 |558E04 KDMS5A;MITF;RNF4;CLOCK;FOXO1;HIPK2
positive regulation of transcription by | ¢ oo 56 | 7 16604 RARG;PPP1R12A;MITF;RNF4;CLOCK;FOXOL;HIPK2

RNA polymerase Il (GO:0045944)

regulation of type B pancreatic cell

3.05E-05 0.003230643 CLOCK;FOXO01
development (GO:2000074) !

positive regulation of protein insertion
into mitochondrial membrane involved
in apoptotic signaling pathway
(GO:1900740)

2.18E-04 0.014491415 BCL2;YWHAG

regulation of protein insertion into
mitochondrial membrane involved in
apoptotic signaling pathway
(G0:1900739)

2.18E-04 0.014491415 BCL2;YWHAG

protein acetylation (GO:0006473) 3.12E-04 0.014491415 CLOCK;FOX01
transmembrane receptor protein

tyrosine kinase signaling pathway 3.17E-04 0.014491415 FGF9;STMN1;FOX01;CDK5R1
(G0O:0007169)

positive regulation of mitochondrial
outer membrane permeabilization
involved in apoptotic signaling pathway
(GO:1901030)

3.75E-04 0.014491415 BCL2;YWHAG

negative regulation of stress-activated

MAPK cascade (GO:0032873) 4.45E-04 0.014491415 CYLD;FOX01
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Tablo 12 (devami): Biyolojik siire¢ analizi

* Diizeltilmis p degeri < 0.05 olan veriler verilmistir.

regulation of microtubule cytoskeleton

(GO:0045664)

organization (GO:0070507) 4.45E-04 0.014491415 CYLD;STMN1
regulation of apoptotic signaling

4.70E-04 0.014491415 CYLD;BCL2
pathway (G0O:2001233) !
regulation of phosphoprotein

4.70E-04 0.014491415 PPP1R12A;PPP1R11
phosphatase activity (GO:0043666) !
protein acylation (GO:0043543) 4.95E-04 0.014491415 CLOCK;FOX01
regulation of microtubule polymerization )

(G0:0031113) 5.20€E-04 0.014491415 | STMN1;CDK5R1
regulation of cell development 5.47E-04 0.014491415 | CLOCK;FOXO1
(G0:0060284) ’ : ’

mitotic cell cycle phase transition . .
(G0:0044772) 6.87E-04 0.017122205 PPP1R12A;CCND2;YWHAG
intrinsic apoptotic signaling pathway in

8.46E-04 0.018273209 BCL2;HIPK2
response to DNA damage (GO:0008630) !
regulation of intrinsic apoptotic signaling

8.79E-04 0.018273209 CYLD;BCL2
pathway (G0:2001242) ’
negative regulation of transcription

9.09E-04 0.018273209 RARG;MITF;CLOCK;FOX0O1;CDK5R1
DNA-templated (GO:0045892) ! ! ! !
regulation of autophagy (GO:0010506) 9.18E-04 0.018273209 BCL2;FOX01;CDK5R1
regulation of cyclin-dependent protein

9.48E-04 0.018273209 CCND2;CDK5R1
kinase activity (GO:1904029) !
positive regulation of establishment of
protein localization to mitochondrion 0.00101934 | 0.018791311 BCL2;YWHAG
(G0:1903749)
positive regulation of apoptotic signaling

.0011 1(0.01 1 LD;BCL2
pathway (G0:2001235) 0.001130831 | 0.01983034 CYLD;BC
peptidyl-threonine phosphorylation .
(G0:0018107) 0.001169242 | 0.019830341 HIPK2;CDK5R1
regulation of transcription by RNA 0.00140392 | 0.022856213 | RARG;PPP1R12A;MITF;RNF4;CLOCK;FOXO1;HIPK2
polymerase Il (GO:0006357)
peptidyl-threonine modification

0.001455466 | 0.022856213 HIPK2;CDK5R1
(GO:0018210)
regulation of transcription DNA-

0.001554102 | 0.02353355 KDM5A; MITF;RNF4;CLOCK;FOXO1;HIPK2;CDK5R1
templated (GO:0006355) ! ! ! ! ! !
regulation of organelle assembly

0.00191655 | 0.028021279 CYLD;RNF4
(G0:1902115) ;
regulation of neuron differentiation 0.002016063 | 0.028493684 | YWHAG:CDK5R1
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Tablo 12 (devami): Biyolojik siire¢ analizi

* Diizeltilmis p degeri < 0.05 olan veriler verilmistir.

biosynthetic process (GO:0010556)

: - Diizeltilmis p
Terim p degeri degeri Gen
positive regulation of apoptotic process
0.002134398 | 0.028750597 RARG;FOX01;CDK5R1
(GO:0043065) ; ;
regulation of cyclin-dependent protein
serine/threonine kinase activity 0.002169856 | 0.028750597 CCND2;CDK5R1
(GO:0000079)
positive regulation of binding )
(G0:0051099) 0.00260634 | 0.033487515 | STMNZ1;HIPK2
regulation of apoptotic process ) ) .
(G0:0042981) 0.003039238 | 0.036621915 RARG;CCND2;BCL2;FOX0O1
regulation of neuron apoptotic process .
(GO:0043523) 0.003080796 | 0.036621915 BCL2;CDK5R1
ubiquitin-dependent protein catabolic | 113139408 | 0.036621915 | PPP1R11;RNF4CLOCK
process (GO:0006511) ’ ’ ! !
positive regulation of protein localization .
to membrane (GO:1905477) 0.003268411 | 0.036718587 BCL2;YWHAG
intrinsic apoptotic signaling pathway
0.003332117 | 0.036718587 BCL2;HIPK2

(GO:0097193) !
regulation of cell population

4 77417 | 0. 71 7 RARG;CCND2;FGF9;BCL2
proliferation (GO:0042127) 0033 095671858 < JFGFI;
regulation of JNK cascade (GO:0046328) | 0.003526724 | 0.037383272 CYLD;HIPK2
negative regulation of programmed cell . .
death (GO:0043069) 0.003824184 | 0.039110719 CCND2;BCL2;FOX01
regulation of protein serine/threonine 0.00393156 | 0.039110719 CCND2:CDK5R1
kinase activity (GO:0071900) ’ ' !
response to lipid (GO:0033993) 0.00414174 | 0.039110719 RARG;FOX01
negative regulation of histone
deacetylation (GO:0031064) 0.004243144 | 0.039110719 KDM5A
regulation of guanyl-nucleotide
exchange factor activity (G0:1905097) 0.004243144 | 0.039110719 | STMN1
PML body organization (GO:0030578) 0.004243144 | 0.039110719 HIPK2
negative regulation of glucocorticoid
receptor signaling pathway 0.005089741 | 0.040592269 CLOCK
(G0:2000323)
regulation of cardiac muscle hypertrophy

A 1|0. 22 1
in response to stress (G0:1903242) 0.005089741 | 0.040592263 FOXO
cellular response to cold (GO:0070417) 0.005089741 | 0.040592269 FOX01
intracellular pH elevation (GO:0051454) | 0.005089741 | 0.040592269 BCL2
regulation of macromolecule 0.005089741 | 0.040592269 | MITF
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Tablo 12 (devami): Biyolojik siire¢ analizi

* Diizeltilmis p degeri < 0.05 olan veriler verilmistir.

proliferation (GO:0008284)

: - Diizeltilmis p

Terim p degeri degeri Gen
embryonic hindlimb morphogenesis

0.005089741 | 0.040592269 RARG
(GO:0035116)
plasma membrane bounded cell

0.005190174 | 0.040592269 STMN1;CDK5R1
projection organization (GO:0120036) !
G2/M transition of mitotic cell cycle

0.005348948 | 0.040592269 PPP1R12A;YWHAG
(G0O:0000086) !
cell cycle G2/M phase transition

0.00542917 | 0.040592269 PPP1R12A;YWHAG
(G0O:0044839) !
regulation of intracellular signal

. 4. .04 22 YLD;HIPK2;CDK5R1
transduction (G0O:1902531) 0.005608648 | 0.040592263 CYLD; JCDKS
hindlimb morphogenesis (G0:0035137) 0.005935662 | 0.040592269 RARG
negative regulation of p38MAPK cascade

0.005935662 | 0.040592269 | CYLD
(GO:1903753)
regulation of glucocorticoid receptor 0.005935662 | 0.040592269 CLOCK
signaling pathway (G0:2000322) ’ ’
negative regulation of stress-activated
protein kinase signaling cascade 0.005935662 | 0.040592269 FOX01
(G0:0070303)
regulation of histone deacetylase activity

0.005935662 | 0.040592269 KDM5A
(G0:1901725)
regulation of myosin-light-chain-

0.005935662 | 0.040592269 PPP1R12A
phosphatase activity (G0:0035507)
neuron development (GO:0048666) 0.006434962 | 0.040926594 STMN1;CDK5R1
negative regulation of nucleic acid-

A 21782 | 0. 2 L ; 1,CD 1
templated transcription (GO:1903507) 0.006621782 | 0.040926594 | CLOCK;FOXO1;CDKSR
regulation of RNA biosynthetic process
(G0:2001141) 0.006780906 | 0.040926594 | MITF
histone H3-K4 demethylation
(G0:0034720) 0.006780906 | 0.040926594 | KDM5A
negative regulation of vascular
associated smooth muscle cell 0.006780906 | 0.040926594 FGF9
differentiation (G0O:1905064)
positive regulation of vascular associated
smooth muscle cell migration 0.006780906 | 0.040926594 FGF9
(G0:1904754)
positive regulation of intracellular

0.006877312 | 0.040926594 BCL2;YWHAG
protein transport (GO:0090316) ’
positive regulation of cell population 0.007023139 | 0.040926594 | CCND2;FGF9;BCL2
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Tablo 12 (devami): Biyolojik siire¢ analizi

* Diizeltilmis p degeri < 0.05 olan veriler verilmistir.

(GO:0043066)

: o Diizeltilmis p
Terim p degeri degeri Gen
negative regulation of apoptotic process | ) 17191503 | 0040926594 | CCND2;BCL2;FOXO1

regulation of signal transduction by p53
class mediator (G0O:1901796)

0.007613164

0.040926594

HIPK2;CDK5R1

regulation of cell differentiation
(G0O:0045595)

0.007613164

0.040926594

YWHAG;CDK5R1

peptidyl-serine phosphorylation
(G0:0018105)

0.007613164

0.040926594

HIPK2;CDK5R1

regulation of transmembrane

resulting in transcription of p21 class
mediator (GO:0006978)

transporter activity (G0:0022898) 0.007625474 | 0.040926594 BCL2
;Zg\,j,j,t;?:e?ft?ggftlgzlilaslsc;)ll 0.007625474 | 0.040926594 | PPP1R12A
;:gl(l)ljgaor;;sgg)nse o N 0.007625474 | 0.040926594 FOX01
EEQEE‘Q [g;pjgi,ii‘;gfa“”e NItrogen | 007625474 | 0.040926594 | FOXO1
{’ggﬁﬂggﬁifg)ke" ubiquitination 0.007625474 | 0.040926594 | RNF4
[Zg?ggj;;‘§4r)e°e"t°r signaling pathway | 108160366 | 0.042750135 | RARG
i;arlﬁuca)si;iGgg:g%?:;:;)eceptor signaling 0.008469366 | 0.042750135 CDK5R1
regulation of hair cycle (GO:0042634) 0.008469366 | 0.042750135 | CLOCK
?g;ig;opergigc):tion fasciculation 0.008469366 | 0.042750135 CDK5R1
DNA damage response signal

transduction by p53 class mediator 0.008469366 | 0.042750135 HIPK2

peptidyl-serine modification
(G0:0018209)

0.008881639

0.043390499

HIPK2;CDK5R1

neuron projection development

depolarization (GO:0051900)

(©0:003117%) 0.00908468 | 0.043390499 | STMN1;CDK5R1
:i‘;’r"zic:fgy;ztgr::l";’:/h(éag:tgg ;g;i’;;or 0.009312583 | 0.043390499 | STMN1
l“:\'/tf{égfgggé;;g)i”CreaSEd oxygen 0.009312583 | 0.043390499 | FOXO1
regulation of mitochondrial 0.009312583 | 0.043390499 | BCL2
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Tablo 12 (devami): Biyolojik siire¢ analizi

* Diizeltilmis p degeri < 0.05 olan veriler verilmistir.

transduction (G0O:1902532)

Terim p degeri ::éz::ﬂmls P Gen
DNA damage response signal

transduction resulting in transcription 0.009312583 | 0.043390499 HIPK2
(G0:0042772)

embryonic eye morphogenesis

(G0:0048048) 0.009312583 | 0.043390499 RARG
negative regulation of cardiac muscle

hypertrophy (GO:0010614) 0.010155126 | 0.044297178 FOX01
regulation of vascular associated smooth

muscle cell migration (GO:1904752) 0.010155126 | 0044257178 FGF9
axonal fasciculation (GO:0007413) 0.010155126 | 0.044297178 CDK5R1
negative regulation of microtubule

polymerization (G0:0031115) 0.010155126 | 0.044297178 STMN1
melanocyte differentiation

(G0:0030318) 0.010155126 | 0.044297178 MITF
nuclear body organization (G0:0030575) | 0.010155126 | 0.044297178 HIPK2
negative regulation of cytokine )
production (G0:0001818) 0.010238499 | 0.044297178 | CYLD;PPP1R11
negative regulation of cellular

macromolecule biosynthetic process 0.01039564 | 0.044522743 CLOCK;FOX01;CDK5R1
(G0:2000113)

negative regulation of intrinsic apoptotic

signaling pathway in response to DNA 0.010996994 | 0.045712995 BCL2
damage by p53 class mediator ’ '

(G0O:1902166)

response to iron ion (GO:0010039) 0.010996994 | 0.045712995 BCL2
response to nitric oxide (GO:0071731) 0.010996994 | 0.045712995 FOX01
regulation of intrinsic apoptotic signaling

pathway in response to DNA damage by | 0.011838189 | 0.048731961 BCL2
p53 class mediator (GO:1902165)

negative regulation of intracellular signal 0.012027065 | 0.049033419 CYLD:BCL2
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Tablo 13: Hiicresel bilesen analizi

* Diizeltilmis p degeri < 0.05 olan veriler verilmistir.

. .. Diizeltilmis p

Terim p degeri degeri Gen
KDM5A;RARG;CCND2;PPP1R11;BCL2;MITF;RNF4;KPNA2;CL

nucleus (GO:0005634) 3.12E-05 9.04E-04 OCK;FOXO1;HIPK2:CDK5R1

intracellular - membrane- KDMSA;RARG;CCND2;PPP1R11;BCL2;MITF;RNF4;KPNA2;CL

bounded organelle | 1.47E-04 0.0021347 OCK:EOXO1:HIPK2:CDKSR1

(G0O:0043231) ! ! !

PTW/PP1 phosphatase

complex (G0:0072357) 0.0059356 | 0.0393292 PPP1R12A

chromatoid body

(GO:0033391) 0.0067809 0.0393292 CLOCK

protein serine/threonine

phosphatase complex | 0.0067809 0.0393292 PPP1R12A

(G0:0008287)

Tablo 14: Molekiiler fonksiyon analizi

* Diizeltilmis p degeri < 0.05 olan veriler verilmistir.

Terim p degeri Diizeltilmis p degeri Gen
KDM5A;RARG;BCL2;

DNA binding (G0O:0003677) 3.68E-05 0.001857401 RNF4,;CLOCK;FOXO1

protein kinase binding CYLD;PPP1R12A;CCND2;

(G0O:0019901) 4.89E-05 0.001857401 YWHAG;CDK5R1
CYLD;PPP1R12A;CCND2;

kinase binding (G0:0019900) 5.22E-04 0.009574921 CDK5R1

E-box binding (GO:0070888) 5.47E-04 0.009574921 MITF;CLOCK

cyclin-dependent protein

serine/threonine kinase regulator

activity (GO:0016538) 6.30E-04 0.009574921 CCND2;CDK5R1

sequence-specific DNA binding

(GO:0043565) 0.002550737 0.028397394 RARG;BCL2;CLOCK;FOX01

DNA-binding transcription activator

activity RNA polymerase Il-specific

(GO:0001228) 0.002615549 0.028397394 MITF;CLOCK;FOX01

protein kinase regulator activity

(G0O:0019887) 0.003080796 0.029267566 CCND2;CDK5R1

protein phosphatase binding

(G0O:0019903) 0.004803034 0.032235029 PPP1R11;FOX0O1

cyclin-dependent protein

serine/threonine kinase activator

activity (GO:0061575) 0.006780906 0.039319797 CDK5R1

insulin-like growth factor receptor

binding (G0O:0005159) 0.011838189 0.04474685 YWHAG

DNA-binding transcription factor

binding (G0:0140297) 0.013209957 0.04474685 BCL2;HIPK2

nuclear import signal receptor

activity (GO:0061608) 0.013518558 0.04474685 KPNA2

RNA polymerase Il cis-regulatory

region sequence-specific DNA

binding (GO:0000978) 0.014130584 0.04474685 RARG;MITF;CLOCK;FOX01

cis-regulatory region sequence-

specific DNA binding (GO:0000987) | 0.014130584 0.04474685 RARG;MITF;CLOCK;FOXO1
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Tablo 15: Yolak analiz sonuglari

* Diizeltilmis p degeri < 0.05 olan veriler verilmistir.

ilgili yolak p degeri Diizeltilmis p degeri Gen

Pathways in cancer 6.15E-05 0.00491846 CCND2;FGF9;BCL2;MITF;FOX01
PI3K-Akt signaling pathway 1.91E-04 0.007654397 CCND2;FGF9;BCL2;YWHAG
Cellular senescence 2.92E-04 0.007789406 CCND2;FOXO01;HIPK2
Transcriptional misregulation in cancer 5.36E-04 0.00980591 CCND2;MITF;FOXO1
Focal adhesion 6.13E-04 0.00980591 PPP1R12A;CCND2;BCL2
Chemical carcinogenesis 0.00101236 | 0.0116496 FGF9;BCL2;KPNA2
Hedgehog signaling pathway 0.00101934 | 0.0116496 CCND2;BCL2
Melanoma 0.00167838 | 0.015331535 FGF9;MITF

p53 signaling pathway 0.00172479 | 0.015331535 CCND2;BCL2
MicroRNAs in cancer 0.00213439 | 0.017075187 CCND2;STMN1;BCL2
Prostate cancer 0.00301942 | 0.021300148 BCL2;FOX01
AGE-RAGE signaling pathway in diabetic

complications 0.00320528 | 0.021300148 BCL2;FOXO1

NF-kappa B signaling pathway 0.00346127 | 0.021300148 CYLD;BCL2

Cell cycle 0.00487933 | 0.027145852 CCND2;YWHAG
Osteoclast differentiation 0.00511162 | 0.027145852 CYLD;MITF

FoxO signaling pathway 0.00542917 | 0.027145852 CCND2;FOX01

Measles 0.00609089 | 0.028663037 CCND2;BCL2

Gastric cancer 0.00696740 | 0.030966261 FGF9;BCL2

Necroptosis 0.00789794 | 0.031562256 CYLD;BCL2

JAK-STAT signaling pathway 0.00818751 | 0.031562256 CCND2;BCL2

Hippo signaling pathway 0.00828509 | 0.031562256 CCND2;YWHAG
Epstein-Barr virus infection 0.01249428 | 0.043868973 CCND2;BCL2

Viral carcinogenesis 0.01261233 | 0.043868973 CCND2;YWHAG
Regulation of actin cytoskeleton 0.01444189 | 0.048139632 PPP1R12A;FGF9
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Tartisma

Bilim ve teknolojinin ilerlemesine paralel olarak gelistirilen tan1 ve tedavi stratejilerine
ragmen PK, diinya ¢apinda erkekler arasinda kansere bagli 6liim nedenlerinin basinda
gelmeye devam etmektedir. PK’ nin ¢oklu gen hastalig1 oldugu ve genetik bilesenleri
arasindaki etkilesimin, olusacak kanser fenotiplerinin ¢esitliligine ve karmasikligina
katkida bulundugu bir¢ok arastirmaci tarafindan kabul edilmektedir. Bu nedenle, ¢cok
degiskenli diizenleyici kaliplarin bir ag biciminde desifre edilmesi, kanserin olusum
ve progresyonunun sistematik olarak anlasilmasina destek saglayacaktir. Bu
yaklagimla gelistirilen mikrodizin ve yeni nesil dizileme teknolojileri sayesinde, PK’
nin gelisimi ve progresyonunun altinda yatan genetik degisiklikleri analiz etmek daha
kolay olmaktadir. Yiiksek verimli dizileme ve translasyonel teknolojinin bu geligimi,
bilgisayar destekli biyobelirteg kesfi igin ¢oklu ‘omik’ verilerini entegre etmede
arastirmacilara biiylik kolaylik sunmaktadir. Teknolojik gelismelere ek olarak,
gelistirilen biyoinformatik araclar araciliiyla yeni biyobelirtecler saptanabilmekte ve
PK” li olgularin hastalik siireclerinin takibi i¢in degerli olabilecek ¢esitli genetik aglari
olusturmak miimkiin olmaktadir. Bu aglarin genomda rol oynadiklari biyolojik
fonksiyonlara gore tedavi siiregleri gelistirilebilmektedir. Ancak, analiz i¢in ¢ok sayida
biyoinformatik veri taban1 mevcut olsa da, i¢erdikleri veriler heniiz hastaligin biyolojik
mekanizmalarina, tanisina ve tedavisine etkili bir sekilde uygulanamamaktadir.
Yiiksek verimli teknolojilerin siirekli gelisimi ile ¢ok sayidaki hastalik i¢in veri tabani
olusturulmustur. Miecznikowski, GEO araciligiyla meme kanseri orneklerinin gen
ifade profillerini analiz etmistir. Cox risk orani modelinin karsilastirmali analizi
sayesinde birgok genetik molekiiler belirteg bulunmus ve olgularin tedavi sonrasi
hayatta kalma oranlar1 ¢esitli algoritmalar sayesinde tahmini olarak belirlenmistir
(Barrett et al., 2013; Miecznikowski et al., 2010). Goh, insan genleri ve hastaliklarinin
etkilesim agini1 analiz etmek i¢in yiiksek ¢iktili verileri kullanmis ve hastalik ile iligkili
olabilecek genlerin protein {riinlerinin etkilesim aginda korelasyon egilimi
gosterdigini saptamistir (Goh et al., 2004). Bu yeni arastirma yontemi, arastirmayi
artik belirli bir deney ya da deneylerle simnirlamamakla birlikte, heterojenligi
azaltmakta, bilimsel arastirma verimliligini artirmakta, verilerin potansiyel biyolojik
Oonemini ve takip aragtirmasinin degerini ortaya ¢ikarmaktadir. En 6nemlisi olarak da

Klinik tedavi siireci, uygun tani ve terapotik hedefler saglamaktadir.
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Etkilesim aginda bulunan mRNA’ lar birbirleriyle etkilesim halinde olabildikleri gibi
protein kodlamayan RNA’ lar ile de etkilesimlerde bulunup, birbirlerinin ifade
seviyelerini etkileyebilmektedirler. PK’ nin gelisiminde rol oynayan protein
kodlamayan RNA’ larin 6nemi her gegen giin daha da artmaktadir. Birgok biyolojik
ve patolojik siirecin ana diizenleyicisi olarak bilinen bu RNA grubundaki miRNA' lar,
uzun yillardir tiimor olusumu ve gelisimi {izerine arastirmacilarin odak noktasini
olusturmustur. Yapilan galismalarin sonuglari dogrultusunda miRNA' larin, PK gibi
farkli kanser tiirlerinde karmasik bir gen anlatimi ve yolak diizenlenmeye sahip
olduklar1 ve bu yonleriyle prognostik faktor ile terapotik hedefler olusturduklart ileri
strilmektedir. Hastalikla iliskili olduklar1 6ngoriilen miRNA' larm PK’ nin erken
tanisi, molekiiler siniflandirilmasi, prognostik tahmini ve terapotik etkinligi igin
kullanilabilmeleri miimkiindiir (Lee & Dutta, 2009). miRNA’ lar disinda PK’ nin
gelisiminde rol oynayan IncRNA’ lar da son yillarda aragtirmacilarin ilgi odagi haline
gelmistir. Ozellikle MRNA:MiRNA:INcCRNA etkilesimleri ile hastaligin gelisiminde
rol oynayabilecek ¢esitli yolaklar saptanabilmektedir. Birbirleriyle etkilesimde olan
RNA molekiilleri, ceRNA' lar olarak hareket eden dinamik bir diizenleyici ag
olusturmak i¢in isbirligi yapmaktadirlar (Salmena et al., 2011). Gegtigimiz son on yil
igerisinde MRNA" lar, miRNA' lar ve bir¢ok baska protein kodlamayan RNA molekiil
simifi arasinda kurulan yeni cis ve trans diizenleyici etkilesim sekillerinin
tanimlanmasi yoluyla, transkripsiyon sonrasi diizenleme diizeyinde daha dnce hayal
edilmemis bir karmasiklik katmani ortaya ¢ikarilmistir. Bu mekanizmalarin, islevsel
sonuglar1 derinden etkileyebilecek yaygin diizenleyici aglari tanimlayip tanimlamadig:
ya da yalnizca ¢ok 6zel baglantilarla ilgili olup olmadigi tartisma konusu olmaya
devam etmektedir (Salmena et al., 2011).

Tez caligmasinda, biyoinformatik analiz yontemleri kullanilarak aday gen kesfi igin
GEO ve TCGA veritabanlarinda bulunan miRNA, mRNA ve IncRNA veri setleri
analiz edilip aralarindaki etkilesimler saptanmaya c¢alisilmistir. Sonug olarak, hsa-
miR-133b, hsa-miR-222-3p ve hsa-miR-182-5p aday miRNA” lar olarak belirlenmis;
bu miRNA’ larin hedef mRNA ve IncRNA’ lar1 saptanarak aralarindaki etkilesimler
analiz edilmis ve PK’ nin progresyonundaki rolleri arastirilmistir. ceRNA agina goére

farkli MRNA:MIRNA:INCRNA aglar1 elde edilmistir. Bu diizenleyici eksenler daha
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onceki literatiir bilgilerinde yer almamakta; ancak, farkli makalelerde bagimsiz olarak
karsinogenez siirecinde etkili olabileceklerinden bahsedilmektedir (Tang et al., 2022).
hsa-miR-133b' nin insandaki bir¢ok kanser tiirlinde 6nemli rolleri bulunmaktadir (Li
etal., 2017). Mide, mesane, renal hiicreli karsinom, 6zofagus ve dilin skuamoz hiicreli
karsinomlarinda hsa-miR-133b ifadesinin disiik oldugu ve farkli mekanizmalar
tizerinden karsinogenez siirecini ilerlettigi bildirilmistir (Liu et al., 2015; Wong et al.,
2008). Bunun aksine, servikal karsinom ve gliomada aynt miRNA’ nin yiiksek
diizeyde ifade edildigi gosterilmistir (Qin et al., 2012; Xu & Li, 2016). Yapilan bu
calismalar, hsa-miR-133b ifade seviyesinin pro- ve anti-tiimor rollerinin timor gevre
ve tipine bagli olarak degisebilecegini gostermistir. Bununla birlikte, Li ve
arkadaslarinin yaptiklar1 bir ¢aligmada hsa-miR-133b' nin LNCaP PK hiicrelerindeki
ifade seviyesinin yliksek olmasi sonucunda hiicre proliferasyonunu, hiicre dongiisii
ilerlemesini artirdigin1 ve apoptozu inhibe ettigi gosterilmistir. PC-3 PK hiicre
serilerinde ise LNCaP hiicrelerinde goriilen etkiye zit bir etki saptanmistir. Bu durum,
miR-133b’ nin PK’ nin agresif bir modeli olarak bilinen PC-3 hiicrelerinde tiimor
baskilayici gorev gorebilecegini gosterirken, daha az agresif bir modeli olan LNCaP
hiicrelerinde  timor  olusumunu  destekleyici  6zellikler — gelistirebilecegini
diisindirmektedir (Li et al., 2014). Ayrica, yapilan diger ¢aligmalarda, hsa-miR-133b'
nin PK dokularinda asag1 diizenlendigi ve PK gelisiminde timdr baskilayici bir
mIiRNA olarak da hareket ettigi gosterilmistir (Pashaei et al., 2017). Bu ¢alismalar,
PK’ nin metastatik fenotipinde yer alan dokularinda hsa-miR-133b' nin asagi
diizenlendigi bulgularini desteklemektedir. Tez ¢aligmasi kapsaminda kullanilan GEO
ve TCGA veri setlerindeki PK hiicrelerindeki hsa-miR-133b’ nin normal prostat doku
hiicrelerine gore asag1 diizenlendigi saptanmis olup, literatiir ile uyum gostermektedir.
Benzer sekilde, tez ¢alismasi kapsaminda CDK5R1 geni, hsa-miR-133b’ nin hedefi
olarak belirlenmistir. Sikline bagimli kinaz 5 (CDKS5), serin/treonin kinazlarin sikline
bagimli kinazlar (Cdks) ailesinin benzersiz bir tiyesidir. Bu genin aktif olabilmesi i¢in
aktivatoriine baglanmasi gerekmektedir. P35, sikline bagimli kinaz 5 diizenleyici alt
birim 1 (CDK5R1) tarafindan kodlanan CDK5' in iki aktivatoriinden biridir ve bu
nedenle CDK5R1, CDKSY' in uygun sekilde aktive edilmesinde 6nemli bir role sahiptir
(Moncini et al.,, 2011). CDK5 sadece sinir sisteminin fizyolojik ve patolojik
siireclerinde 6nemli bir diizenleyici rol oynamakla kalmaz, ayni zamanda hiicre

apoptozu ve yaslanmasini da diizenler ve gesitli timorlerin gelisiminde gorev alir
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(Contreras-Vallejos et al., 2012). Daha 6nce yapilan ¢alismalarda, asir1 ifade edilen

CDK5 ve CDKB5R1' in (P35) akciger ve pankreas kanseri progresyonunu ve
metastazini artirabilecegi bildirilmistir (Demelash et al., 2012; Feldmann et al., 2010).
Bununla birlikte, CDK5’ in silinmesi (knockout) hepatoseliiler karsinoma (HCC)
hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe ve apoptozunu tesvik etmistir (R. Zhang et al.,
2017). Mediller tiroid karsinomunda, CDK5, p35 ve p25 yiiksek oranda ifade
edilmekte ve CDKS5 asag1 akis hedefi olan Retinoblastoma (Rb) genini asag1 dogru
diizenleyerek tiimor olusumunu ve timor progresyonunu desteklemektedir (Pozo et
al., 2013). Yapilan aragtirmalara gore PK’ de CDK5R1 diizeyi metastatik dokularda
oldukga yiiksek saptanmustir. PK hiicrelerinde Cdk5, AR’ den bagimsiz bir sekilde
hiicre biiylimesini artirmakta, PK progresyonu ile iligkili oldugu bilinen ve PK
hiicrelerinde biiyiimeyi tesvik eden kritik bir yol olarak kabul edilen yiiksek AKT
kinaz aktivitesini korumaktadir (Pozo et al., 2013). Cdk5' in STAT3 ve AR sinyal yolagi
ile PK progresyonuna aracilik ettigine dair ¢esitli ¢alismalar da bulunmaktadir (Hsu et
al., 2013). Bu bulgular, kanser hiicrelerinde yaygin bir sekilde artan CDKS5SRI1
ifadesinin ortak bir 6zellik oldugunu ve kanser olgularinin prognozu i¢in uygun bir
biyobelirteg olusturabilecegini diisiindiirmektedir. CDK5R1’ in ilag direnci ve
duyarliligi ile de iligkili oldugu gosterilmistir. CDK5' in inhibisyonu, HCC
hiicrelerinin DNA' ya zarar veren ajanlara duyarliligin1 artirabilmekte ve ilerlemis
HCC' li olgularin Sorafenib' e yanit vermesini gelistirebilmektedir (Ardelt etal., 2019).
CDKB5R1 ifadesinin, Alisertib, AMG-319, Siklofosfamid, Luminespib ve Oxaliplatin’
e kars1 gelisen ilag direnciyle giiglii bir sekilde iliskili oldugu gosterilmistir. Ayrica,
yapilan arastirmalara gore CDK5R1 aktivitesi ve ifadesi, yumurtalik kanserindeki
Paklitaksel duyarliligi ile baglantili oldugu saptanmigtir. Bununla birlikte,
Gemcitabine' e asir1 derecede duyarli olan akciger kanseri hiicrelerinin CDK5R1" i
yiiksek seviyelerde ifade ettikleri gosterilmistir. Bu bulgular, CDK5R1 ifade
seviyesinin, uygun kemoterapotik ilag segcimi i¢cin aday bir biyobelirteg
olusturabilecegini gostermektedir. Cdk5' in inhibisyonu, kanser hiicrelerinde kanser
proliferasyonunu ve metastazini etkili bir sekilde baskilayabilmektedir. Bu sekilde
kemoterapotiklerin hiicre oldiirme etkisini sinerji haline getirip, yan etkilerini
azaltarak kemoterapotiklerin klinik uygulamalarda kullanimi i¢in daha iyi bir strateji
saglayabilecegi diisiiniilmektedir. Bu bulgular, hsa-miR-133b ve CDK5R1 arasindaki

ceRNA etkilesiminin PK’ de 6nemli bir rol oynayabilecegini diisiindliirmektedir.

47



CDKB5R1, miR-133b tarafindan hedef alinarak negatif olarak diizenlenebilir ve ceRNA
rekabeti yoluyla diger hedeflere baglanan miR-133b' nin aktivitesini etkileyebilir.

Calismamiz kapsaminda yapilan analizler sonrasinda hsa-miR-133b’ nin hedef aldig1
diisiniilen IncRNA ise HPN-AS1’ dir. PK’ de HPN-AS1’ in hastaliksiz sagkalim
zamani ile anlamli korelasyon gosterdiginden iyi bir biyobelirteg olabilecegi 6ne
stirilmiistiir. Ayrica, ilgili IncRNA’ nin androjene duyarli bir RNA oldugu da
bildirilmistir (Wang et al., 2020). Dolayisiyla, bu RNA’ nin ileride PK tanisinda
kullanilabilecek aday bir IncRNA olabilecegi diistiniilmektedir. Yapilan
transkriptomik analiz caligmalar1 sonrasinda bu genin tiimor hiicrelerinde sagliklt
hiicrelere gore yukari diizenlendigi saptanmigtir (Nikas et al., 2020). hsa-miR-133b’
nin literatiir ile uyumlu sekilde asagi diizenlendigi, CDK5R1 ve HPN-AS1’ in ise
birbirleriyle korele bir sekilde yukar1 diizenlendigi saptanmustir. Bununla birlikte, her
iki RNA’ nin da AR ile anlamli bir sekilde pozitif korelasyon gosterdigi, HPN-AS1’ in
hastaliksiz sagkalim analizinin anlamli oldugu saptanmistir. Daha 6nceki ¢aligmalar
da gozoniine alindiginda belirtilen miRNA, mRNA ve IncRNA’ nin karsinogenez
stirecinde her birinin bagimsiz olarak etkili oldugu saptanmistir. CDK5R1 ve HPN-
AS1'in PK’ de yiiksek ifade edilmesi ve hsa-miR-133b' nin diisiik ifade seviyelerine
sahip olmasi1 PK tani, tedavi ve prognozunu etkileyebilecek dnemli bir baglantiya
isaret etmektedir. CDK5R1' in artmis ifadesi, PK hiicrelerinde hiicre dongiisiiniin
ilerlemesi ve tiimor biiytimesi gibi 6nemli siire¢lerde rol oynayan bir genin aktifligini
gosterebilir. Bu durumda, hsa-miR-133b' nin diisiik ifade seviyeleri, CDK5R1 geninin
diizenlenmesindeki inhibisyonunu azaltabilir ve PK’ de hiicre proliferasyonunu ve
timor biiylimesini destekleyebilir. HPN-AS1' in yiiksek ifade seviyeleriyle birlikte
miR-133b’' nin diisiik ifade seviyeleri, PK’ nin agresif bir fenotipi ve kotii prognozu ile
iliskili olabilir. Bu bulgular, hsa-miR-133b' nin potansiyel bir tiimoér baskilayici gen
gorevi aldigini, CDK5R1 ve HPN-AS1 ile etkileserek PK’ nin biyolojik davranisini
etkileyebilecegini disiindiirmektedir. CDK5R1 ve HPN-AS1, miR-133b" nin
hedeflerinden biri olabilir ve miR-133b' nin aktivitesini inhibe ederek PK’ nin
progresyonunu tesvik edebilir. PK’ nin progresyonunda CDK5R1:hsa-miR-
133b:HPN-AS1 ekseninin etkili olabilecegiyle ilgili literatiirde herhangi bir ¢aligma

bulunmamaktadir. Bu etkilesim yolagmin birlikte c¢alisiilmasi ve fonksiyonel
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analizlerinin yapilmas ile karsinogenez siireci ve kemoterapotik ajanlarin direng ve

duyarli olma durumlar: hakkinda daha fazla bilgi edinilebilecektir.

Calisma kapsaminda biyoinformatik analizler sonrasinda elde edilen aday miRNA’
lardan digeri ise hsa-miR-222-3p’ dir. miR-221/222 ailesinin bir iiyesi olan miR-222,
insan genomunda X kromozomunun p11.3 bolgesine lokalize olmaktadir. Olgun miR-
222 dizileri, sirastyla -5p ve -3p olarak da bilinen, 5' ve 3' kolu olarak adlandirilan
farkli kollara sahiptir (Zhao et al., 2015). miR-222-3p ifadesinin degisimleri PK,
melanom, papiller tiroid karsinomu ve mide kanseri gibi bir¢ok insan tiimor ¢esidinde

timor tipi, timor derecesi ve lenf nodu metastazinin potansiyel bir belirleyicisi
olabilecegini diisiindiirmektedir. Tek olarak veya diger miRNA' larla birlikte etkilesim

gostererek kanserin erken tanisi igin aday bir biyobelirteg oldugu diistiniilmektedir (D.
Wang et al., 2021). Tez calismasi1 kapsaminda hsa-miR-222-3p’ nin hedefi olabilecek
MRNA’ lar YWHAG, RNF4, KPNA2, HIPK2 ve STMN1 olarak saptanmistir. YWHAG,
memelilerde yedi 14-3-3 ailesi izoformundan biri olan 14-3-3y' dir. 14-3-3 proteinleri
hiicre dongiisii diizenlemesi, protein trafigi, hiicre sagkalimi ve apoptoz dahil olmak
tizere bir dizi hiicresel siiregte yer alan diizenleyici molekiillerdir. 14-3-3 proteinleri,
transkripsiyon faktorleri ve sinyal molekiilleri dahil olmak {izere genis bir protein
yelpazesi ile etkilesime girerek etkiledikleri proteinin stabilitesini, aktivitesini ve
hiicre i¢i lokalizasyonunu etkilemektedir (Freeman & Morrison, 2011). YWHAG' in
ozellikle kanser gibi ¢esitli biyolojik siireclerde gorev aldigi rapor edilmistir. YWHAG
da dahil olmak tizere 14-3-3 izoformlarinin her biri Snail’ e baglanabilmekte ve bu
etkilesim Snail aktivitesini diizenleyerek sonug olarak EMT' yi etkileyebilmektedir.
miR-181b-3p/YWHAG ekseninin Snail aracili EMT’ nin artis1 i¢in yeni bir yolak
oldugunu ve EMT' yi artiran miRNA' nin miR-181b-3p' nin metastatik kanserlerde
potansiyel bir terapotik hedef olabilecegi gosterilmistir (Yoo et al., 2016). Cilt kanseri
ornekleri ile yapilan baska bir ¢alismada, YWHAG geninin CDC25A ile etkilesimi
bildirilmistir (Holmes et al., 2020). YWHAG geninin meme kanserinde hiicre motilitesi
tizerine etkilerinin oldugu, bu genin inhibisyonu ile de meme kanserinin tedavisi i¢in
yeni bir terapdtik hedef olarak rol alabilecegi rapor edilmistir (Hiraoka et al., 2019).
Qi ve ark, YWHAG geninin hiicre dongiisii ilerlemesinin diizenlenmesinde 6nemli bir
goreve sahip oldugunu, bu genin asir1 ifade edilmesi ile H322 akciger kanseri

hiicrelerinde poliploidilere neden oldugunu gostermiglerdir. YWHAG geninin akciger
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kanseri hiicrelerinde yukari diizenlendigi, dolayisiyla bir onkogen olarak islev
gorebildigi saptanmistir (Qi et al.,, 2007). Biyoinformatik analiz sonuglarimiz
dogrultusunda, bu genin AR ile yiiksek seviyede pozitif korelasyon gosterdigi
saptanmustir. Bu yiizden YWHAG geninin ileride in vitro ve in vivo calismalarinin
yapilmasi hedeflerimiz arasinda yer almaktadir. Ayrica, analizlerimiz sonrasinda bu
gen ile etkilesim halinde oldugu saptanan hsa-miR-222-3p, ZNF674-AS1, DGCR5 ve
NFYC-AS1 RNA’ larinin da birlikte arastirilmast ile PK’ nin gelisim basamaklari ile

yeni bulgularin elde edilecegine inanmaktayiz.

Ring finger protein 4 (RNF4) Sumo-hedefli E3 ligaz olarak bilinmektedir. RNF4' iin,
transkripsiyonel aktivitesi i¢in niikkleozomlarla etkilesime girdigi bilinmektedir. Cogu
durumda RNF4 ile Sumo bagimli poliubikitinasyon proteozom aracili protein

degredasyonu ile sonuglanmaktadir. RNF4 ve ortologlari, embriyonik gelisim ve
farklilasma icin gerekli olup, gen ifadesi ve epigenetik mekanizmalarda da gorev

almaktadirlar (Thomas et al., 2016). RNF4, AR’ nin bir ko-aktivatorii olarak da goérev
yapmaktadir. Notch, Wnt ve NF-«B sinyal yolaklarinin transkripsiyonel
aktivasyonunu arttirmaktadir (Abu Ahmad et al., 2021). RNF4' {in ifadesi, kanser
hiicrelerinin ¢evresindeki ortami degistirerek tiimor hiicresi sagkalimima yardimci
olmaktadir. Bu genin susturulmasi, HCC' de p62' nin niikleer hedeflemesini
indiiklemektedir. Bununla birlikte, hiicre biiyiimesinin durmasina, DNA hasarina ve
DNA hasar1 olusturan reaktiflere karsi duyarliligi arttirmada etkili oldugu bildirilmistir
(Yang et al., 2012). Yapilan baska bir ¢aligmada ise, HCC’ 1i olgularin dokularinda
yiiksek RNF4 ifade seviyesinin daha diisiik bir genel sagkalim orani ile korele oldugu
saptanmistir. Bu bulgular, HCC' de RNF4' iin 6nemli onkojenik roliinii kuvvetle
desteklemektedir (Lv et al., 2022). Yapilan literatiir taramasi sonrasinda, ilgili RNA’
nin PK 6rneklerinde yapilan bir ¢alismasina rastlanmamustir. Biyoinformatik analiz
sonuglarimiz dogrultusunda, bu genin AR ile yiiksek seviyede pozitif korelasyon
gosterdigi saptanmistir. Bu yiizden RNF4’ iin ileride in vitro ve in vivo ¢alismalarinin
yapilmasi hedeflerimiz arasinda yer almaktadir. Ayrica, analizlerimiz sonrasinda bu
gen ile etkilesim halinde oldugu saptanan hsa-miR-222-3p, ZNF674-AS1 ve NFYC-
AS1 RNA’ larinin da birlikte arastirilmasi ile PK’ nin gelisim basamaklar1 ile yeni

bulgularin elde edilecegine inanmaktayi1z.
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Niikleer bir protein olan KPNA2' nin yukar1 diizenlenmesi, prostat kanserli olgularda
radikal prostatektomi sonrasi gozlenen molekiiler degisikliklerden biridir. KPNA2,
¢Ozlinir niikleer transport proteinlerinin karyoferin ailesine {yedir. Kargo
proteinlerinin ve belirli RNA' larin hiicre ¢ekirdeginin i¢ine ve disina tasinmasinda rol
oynar. KPNA2 geninin meme kanserinde sagkalimla iliskili oldugu saptanmistir
(Wang et al., 2019). Biyoinformatik analiz sonuglarimiz dogrultusunda KPNA2’ nin
AR ile yiiksek seviyede pozitif korelasyon gosterdigi, gen ifadesi yiiksek ve diisiik
hastalik gruplarinda hastaliksiz sagkalim ile anlamli bir degisim gosterdigi
saptanmustir. Bununla birlikte hsa-miR-222-3p, TYMSOS ve ZNF674-AS1 ile
etkilesim halinde oldugu da saptanmistir. Literatiir taramas1 sonrasinda PK’ de bu

RNA’ lar ile birlikte arastirildig1 bir ¢aligmaya rastlanilmamustir.

HIPK2, homeodomain igeren transkripsiyon faktorlerinin transkripsiyonunu
baskilayan bir niikleer serin/treonin kinazdir. Bu genin ¢esitli tiimorlerde farkl ifade
seviyelerine sahip oldugu rapor edilmistir. Genin ifade seviyesi, timor bolgesine ve
histolojik tipe bagl olarak farklilik gosterebilmektedir. HCC (Chen et al., 2020),
0zofagus skuaméz hiicreli karsinom (Z. Zhang et al., 2018) ve pankreas kanserinde
(Qin et al., 2019) normal dokularla karsilastirildiginda tiimor hiicrelerinde asagi
diizenlendigi saptanmistir. Bu tiimorlerde, HIPK2' nin asagi diizenlenmesi, koti
prognoz, artan migrasyon, timor biiyiimesi ve metastaz ile iliskilendirilmistir (Chen
et al., 2020). Buna karsilik, bademcik skuamoz hiicreli karsinom (Kwon et al., 2017)
ve rahim agz1 kanserinde (Cheng et al., 2012) HIPK2 ifadesinin yukar: diizenlendigi
saptanmis olup, bu durum daha kisa genel sagkalim ve hastaliksiz sagkalim ile
iliskilendirilmistir. Bununla birlikte, pankreas kanserinde HIPK2' nin asagi
diizenlenmesi, p53 ile iligkili timdr baskilayicilarin asagi diizenlenmesine yol agarak
timor olusumuna ve kotii prognoza neden olmaktadir. miR-4653-3p' nin, HIPK2
ifadesini kismen inhibe ederek, pankreas kanserinin agresifligini ve invazivligini
artirabilecegi de rapor edilmistir. Prostat hiicreleriyle yapilan ¢aligmalarda HIPK2’ nin
DNA onarim sinyal yolaklarinin aktivasyonunu diizenledigi bildirilmistir (Akaike et
al., 2015). Daha o6nce yapilan ¢aligmalar, HIPK2 ubikitinasyonunun inhibe edilmesi
sonrasinda dayanikli hale geldigini ve letal DNA hasar1 tizerine p53' e bagli apoptozu
tetikledigini  gostermistir (Winter et al., 2008). AR fonksiyonunun HIPK2

modiilasyonunun mekanizmasi hala anlagilamamistir. HIPK2, AR {izerinde dokuz
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potansiyel HIPK2 fosforilasyon bolgesi bulundugundan, islevini diizenlemek i¢in AR’
yi fosforile edebilmektedir. HIPK2, Ep300 ile birleserek AR hedef genlerinin
transkripsiyonunu diizenleyebilen HAT’1 aktive etmektedir (Aikawa et al., 2006).
HIPK2’ nin, PK gelisimi ile iliskili oldugu bilinen AR ile etkilesim halinde olmas1 PK”’
deki 6nemini vurgulamaktadir. Bulgularimizda da belirttigimiz gibi bu gen AR ile
yiiksek bir korelasyon oranina sahip olup, aday genlerden biri olarak saptanmistir. Bu
gen ile etkilesimde oldugunu diisiindiigiimiiz hsa-miR-222-3p, GAS5 ve ZNF674-AS1’

in in vitro kosullarda fonksiyonel analizlerinin yapilmasi gerekmektedir.

STHMNL1, ¢esitli kanser tiirlerinin metastatik evrelerinde yer alan 6nemli bir sitozolik
fosfoprotein ve mikrotiibiil depolimerize edici molekiildiir; ancak, diizenleme
mekanizmasi tam olarak agiklanamamistir. STHMN1' in aktivitesi, bir mikrotiibiil
agimin korunmasimi gerektiren PI3K tarafindan kontrol edilmektedir. STHMNL1' in
fosforilasyonuna, sikline bagimli kinaz komplekslerinin bir inhibitorii olan p27 de
dahil olmak iizere, bir dizi protein kinaz aracilik etmektedir. PI3K/AKkt aktivitesinin
yoklugunda, ortamdaki mikrotiibiiller asamali olarak parg¢alanir ve hiicreler
kemotaktik gradyani takip etme yeteneklerini kaybederler. STHMN1 ve p27 arasindaki
iliski onceki ¢aligmalarda tanimlanmustir (Watanabe et al., 2014). Arastirmacilar,
STHMNL' in p27 ye baglandigini ve giigliit STHMNL1 ifadesi ve zayif p27 ifadesi olan
hiicrelerin, tiimor dokusunda artan proliferasyon ve invazyon kapasitesi gosterdigini
bildirmislerdir. Baz1 ¢alismalarda STHMNL1' in Ras-mitojenle aktive olan protein kinaz
ve Hedgehog sinyal yolagi tarafindan aktive edildigi de gosterilmistir (Baldassarre et
al., 2005). Diisiik doz anti-Sthmn1 tedavisi ve Taksan ile yapilan tedavinin, bir meme
kanseri ksenograftinda timor invazyonunu durdurdugu gosterilmistir (Miceli et al.,
2013). Hiicre proliferasyonu, farklilasmasi, hareketliligi, klonojenitesi ve sagkalimi
dahil olmak {izere gesitli hiicresel siireglerde gorevleri bulunan Sthmn1 proteini PK ile
de baglantilidir. PK ile yapilan bir ¢alismaya gore PK dokularinin kanserli olmayan
prostat dokularma gore siklikla STHMN1 mRNA ve proteini yiiksek seviyelerde ifade
ettigi dogrulanmustir. Bir tiimor baskilayict miRNA olan miR-34a, dogrudan
STHMNL' i hedefleyerek PK hiicrelerini inhibe etmistir (Chakravarthi et al., 2018).
Biyoinformatik analiz sonuglarimiz dogrultusunda bu genin AR ile yiiksek seviyede
pozitif korelasyon gosterdigi; hsa-miR-222-3p, TYMSOS, DGCR5, NFYC-ASI,
ZNF674-AS1 ve GAS5 IncRNA” lar1 ile etkilesim halinde olduklari saptanmustir. Tlgili
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RNA’ larin birbirleri ve AR ile olan etkilesimlerinin in vitro ve in vivo ¢alismalarinin

yapilmasi ile PK’ nin gelisiminde yeni bulgular elde edilebilecegini diisiinmekteyiz.

Tez calisma kapsaminda hsa-miR-222-3p’ nin hedefi olabilecek IncRNA’ lar ise
ZNF674-AS1, DGCR5, NFYC-AS1, TYMSOS ve GAS5 olarak saptanmigtir. Xp11.23'
te lokalize olan ZNF674 antisense RNA 1 (ZNF674-AS1) mikrodizin analizleri
sonrasinda tanimlanan yeni bir IncRNA' dir. Zhu ve ark. ZNF674-AS1' in 19 ¢ift HCC
dokusunda normal dokulara gore yukar1 diizenlendigini saptamislardir (J. Zhu et al.,
2014). Bununla birlikte, HCC' li olgulardan alinan 137 kanser dokusunda ZNF674-
AS1 ifade seviyelerinin normal dokulara gore oOnemli Olclide diisiik oldugu
saptanmistir. Ayn1 zamanda HCCLM3, SK-Hepl, HuH7, Hep3B, ve MHCC97H
hepatoseliiler kanser hiicrelerinde ZNF674-AS1 ifadesinin QSG-7701 normal
karaciger hiicre serisine gore anlamli bir sekilde diisiik seviyede oldugu saptanmaistir.
Caligsmalar arasindaki tutarsiz sonuglar, analizleri yapilan 6rnek sayilar ile iligkili
olabilmektedir. Ayn1 arastirmacilar, HCC’ nin tan1 ve prognozunda ZNF674-AS1’ in
Klinik agidan 6nemlerini incelediklerinde anlamli sonuglar elde etmislerdir. ZNF674-
AS1’ in disiik seviyedeki ifade degisiminin klinik evre, histopatolojik derecelendirme
ve kanserin distal metastazi ile dnemli 6l¢tide iligkili oldugu gdsterilmistir. Kaplan-
Meier analizi ile diisiik ZNF674-AS1 ifade seviyelerine sahip olgularin, yiiksek
seviyelere sahip olanlardan daha kisa sagkalim siirelerine sahip olduklar1 gosterilmistir
(Zhang et al., 2016). Oxaliplatine direngli gastrik kanser 6rneklerinde, duyarl olanlara
gore, onemli Ol¢iide daha diisiik ZNF674-AS1 ifade seviyesi saptanmistir. 70 gastrik
kanser olgusunun sagkalim oranlari analiz edildiginde, daha diisiikk bir ZNF674-AS1
ifadesi olan olgularin daha kotii bir sonug sergiledikleri goériilmiistiir. Bu veriler,
ZNF674-AS1' in gastrik kanserde ifade inhibisyonunun, mekanik olarak Oxaliplatin
direnci ve daha koétii klinik sonuglarla iligkili olabilecegini 6ne siirmektedir (Ye &
Wang, 2022). Wang ve ark ZNF674-AS1 ifadesinin NSCLC dokularinda ve hiicre
hatlarinda 6nemli 6l¢iide azaldigini saptamislar ve yapmis olduklar1 in vitro deneyler
sonrasinda ZNF674-AS1' in NSCLC hiicrelerinin goglinii ve invazyonunu
engelleyebilecegini gostermislerdir. Calismada ZNF674-AS1’ in hedefi olarak
tanimlanan miR-23a ile etkilesim halinde oldugu ve ilgili miRNA’ nin yukar
diizenlendigi gosterilmistir. Sonug olarak, miR-23a ZNF674-AS1’ in etkilerini inhibe

etmekte, hiicre gogiinii ve invazyonunu artirmaktadir (J. Wang et al., 2021). Onceki

53



calismalar, ZNF674-AS1' in miR-423-3p' yi antagonize ederek p2l1 ifadesini
indiikleyebilecegini de gdstermistir. Onemli bir hiicre dongiisii diizenleyicisi olarak
p21, tiimor biiylimesini engellemek i¢cin GO/G1 NSCLC hiicrelerinin hiicre dongtisii
durmasimi indiiklemektedir (Liu et al., 2021). Le ve ark. nin yapmis olduklari
calismada IncRNA ZNF674-AS1’ in yliksek ifade seviyesi tiroid kanseri hiicrelerinde
metastaz ve EMT”’ yi baskiladigi saptanmistir. Bu baskilama ZNF674-AS1’ in miR-
181a’ y1 baglayarak SOCS4 gen ifadesinin artirmasi ile gergeklestiginden, ilgili
INCRNA’ nin ceRNA ve tiimor baskilayict olarak fonksiyon gordigi de
distiniilmektedir (Le et al., 2022). Yapilan literatiir arastirmasinda, PK 6rneklerinde
RNF4 ve ZNF674-AS1 ile iliskili olarak yapilmis herhangi bir fonksiyonel ¢alismanin
bulunmadigi goriilmiistiir. Biyoinformatik analizler sonrasinda bu mRNA ve IncRNA’
nin hsa-miR-222-5p ile negatif korelasyonu ve hedefi olabilecegi gosterilmistir. Ayni
zamanda, mRNA ve IncRNA pozitif korelasyon gostermektedir. Dolayisiyla,
RNF4:hsa-miR-222-5p:ZNF674-AS1 PK’ nin gelisiminde ve ilag direncinin
belirlenmesinde 6nemli belirtegleri olabilir. Bununla birlikte, bu IncRNA’ nin AR ile
pozitif korelasyon gosterdigi yapmis oldugumuz biyoinformatik analizlerle
desteklenmistir. Ileride yapilmasi planlanan fonksiyonel analizlerle ilgili etkilesimin
onemi ve PK tani, tedavi ile prognozunda kullanilabilirliginin ortaya cikarilmasi

hedeflenmektedir.

DGCRS5, farkli kanser tiirlerinde tanimlanmis yeni bir IncRNA' dir. DGCR5' in akciger
kanserinde onkogen, karaciger kanserinde tiimor baskilayict bir gen oldugu
saptanmigtir. Mevcut verilerin ¢gogunlugu, DGCRS' in akciger kanseri, hepatoseliiler
karsinom, rahim agzi kanseri, laringeal kanser, yumurtalik kanseri, mesane kanseri,
kolorektal kanser, glioma, pankreas kanseri, tiroid karsinomu ve PK dahil olmak iizere
birgok malignitede asag1 diizenlendigini gostermektedir (Dong et al., 2018; Huang et
al., 2016). Bu kanser tiirlerinde, asag1 diizenlenmis DGCRS5, biiyiik timér boyutu, ileri
klinik evre, daha fazla metastaz ve kisa genel sagkalim siiresi ile iliskilidir. Bu nedenle,
DGCRS5 giiglii bir prognostik biyobelirte¢ olarak gérev yapmaktadir. Bunun aksine,
DGCRS5 iiglii negatif meme kanseri, safra kesesi kanseri ve akciger kanserinde yiiksek
oranda ifade edilmektedir. Bu ii¢ kanser tiiriinde, DGCRS5 ifade seviyesinin azaltilmasi,
timor hiicresi  ¢ogalmasini, invazyonunu ve goglinii Onleyebilir, apoptozu

kolaylastirabilir ve olumlu prognoza katkida bulunabilir. PK dokularinda, kanser
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olmayan dokulara gére, DGCR5' in 6nemli dlglide asag1 diizenlendigi gosterilmistir.
Farkl1 klinik evrelere sahip olgular arasinda PK dokularindaki DGCR5 karsilastirma
analizleri yapildiktan sonra, Klinik evreler arasinda ifadesinde anlamli bir fark
saptanmamustir. Takibi tamamlanan 57 olgunun, Youden indeksine gore PK
dokularindaki DGCR5 ifadesinin verileri kullanilarak yiiksek ve diisik DGCR5
ifadesine sahip gruplar olusturulmustur. Sagkalim egrilerini ¢izmek ve karsilagtirmak
icin sirastyla K-M yontemi ve log-rank t-testi kullanilmistir. Diisiik DGCR5
gruplarindaki olgularin 5 yillik genel sagkalim oraninin 6nemli dlglide daha diisiik
oldugu goézlenmistir. Bu nedenle, DGCR5 farkli kanser tiirlerinde farkli roller
oynayabilmektedir. Bu farkliliklar, esas olarak genetik mutasyonun neden oldugu
kanserin 6nemli bir 6zelligi olan tiimoér dokusu heterojenliginden kaynaklaniyor
olabilir. Artan genetik mutasyonlar, timor hiicresi igindeki genotip ve fenotipi
degistirebilir; boylece, kanser hiicrelerindeki genomik kararsizliga katkida bulunabilir.
DGCR5, bir ceRNA olarak da gorev alabilmektedir. Ornegin, akciger kanserinde,
DGCR5' in gen ifadesini dogrudan diizenlemek i¢in hedef mRNA' dan bazit miRNA'
lar1 singerleyebilecegi bildirilmektedir (Dong et al., 2018; Kang et al., 2019; R. Wang
et al., 2018). Pankreas kanserinde DGCR5, miR-27a-3p' yi geride birakarak p38
MAPK sinyal yolagini aktive eden Bcl-2/adenoviriis E1B-19kDa-etkilesimli protein
3' lin ifadesini artirarak bir timor baskilayicist gen olarak islev gormektedir (Li et al.,
2020). Tang ve ark. DGCR5' in, laringeal karsinom hiicrelerinde Wnt sinyal yolaginin
aktivasyonu ile miR-506" y1 siingerleyerek CSC benzeri ozellikleri indiikledigini
bildirmiglerdir (Tang & Shan, 2019). Wang ve ark. DGCR5' in miR-346" y1
stingerleyerek HCC' nin progresyonunu engelleyebildigini saptamislardir (Y. G. Wang
et al., 2018). Mide kanserinde DGCR5, miR-23b' ye baglanarak PTEN ve BTG1
ifadesini diizenleyerek tiimor baskilayici bir IncRNA gorevi gormektedir (Xu et al.,
2019). DGCRYS, sitoplazmada protein seviyesini diizenlemek ic¢in sadece ceRNA
olarak islev gbérmez, ayni zamanda kromatin yeniden diizenleme proteinini de
etkileyebilmektedir. Mesane kanserinde DGCRS5, p21 promotorii {izerinde
zenginlestirilmis bir kromatin yeniden diizenleme proteini olan AT ag¢isindan zengin
etkilesim alan1 1A (ARID1A) ile etkilesime girmektedir. Bu etkilesim, p21 ifadesinin
artmasina ve Siklin D1 ifadesinin azalmasina yol agmaktadir. p21 ve ARID1A' nin
anormal ifadesi, hiicre dongiisii ilerlemesini inhibe ederek, anormal hiicre gogalmasina

ve indiiklenmis apoptoza yol agmaktadir (Fang et al., 2019). Bununla birlikte, DGCR5'
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in yiiksek seviyelerdeki ifade degisimi, N-kaderinin asagi diizenlenmesi ve E-
kaderinin yukart diizenlenmesi ile EMT’ yi inhibe ederek hiicre invazyonunu ve
gociinii kisitlamaktadir. Boylece, DGCR5 timdriin progresyonunu engellemek icin
p21 ifadesini transkripsiyonel olarak indiiklemektedir (Fang et al., 2019). Yaptigimiz
analizler sonrasinda DGCRS’ in AR ile pozitif korelasyon gosterdigi, yiiksek ve diisiik
ifade seviyelerine sahip olgular arasindaki hastaliksiz sagkalimda da anlamli oldugu
saptanmustir. Ileride yapilacak fonksiyonel analizler sonrasinda bu IncRNA’ nin
etkilesimde oldugu ve ¢alismamizda tanimladigimiz diger RNA’ lar ve AR ile olan
iligkisi arastirilarak, ilgili sinyal yolaginin 6nemi daha da anlasilip karsinogenez

stirecinin tani, tedavi ve prognozunda kullanilabilecektir.

CMP baglama faktorii (CBF) veya sistein proteinaz-1 (CP1) olarak da adlandirilan
niikleer faktor-Y (NF-Y), CCAAT kutusuna baglanmasi ile bir¢ok genin ifadesinin
diizenlenmesinde kritik olan bir memeli transkripsiyon faktoriidiir. NF-Y ailesinin
tiyeleri, her biri NF-YA, NF-YB ve NF-YC olmak iizere {i¢ alt birim olusturan
trimerlerdir (Tong et al., 2015). Niikleer transkripsiyon faktorii Y alt birimi C antisense
RNA 1 (NFYC-AS1), NF-YC alt biriminin antisense transkripti olan bir IncRNA' dir.
Antisense IncRNA' larin post-transkripsiyonel asamada protein kodlayan genlerin
ifadelerini diizenledikleri ve hem onkogenleri hem de proto-onkogenleri diizenleyerek
karsinogeneze aktif olarak katildiklari kabul edilmistir (Katayama et al., 2005). NFYC-
AS1, akciger kanseri hiicrelerinin ¢ogalmasini, gég¢iinii ve invazyonunu artirarak
apoptozu baskilamaktadir. Muhtemel mekanizmalar otofajinin indiiklenmesini, MET
ve c-Myc gibi onkoproteinlerin asagi diizenlenmesini igerebilmektedir. Bu bulgular,
NFYC-ASL1' in insan akciger kanseri hiicrelerinde fonksiyonel bir IncRNA oldugunu
gostermektedir (Song et al.,, 2021). NFYC-AS1, akciger kanseri olgularinda
MRNA:MIRNA:INcCRNA diizenleyici aginda prognostik bir biyobelirteg olarak
gosterilmesi disinda nispeten az ilgi gdrmistiir ve fonksiyonu ile ilgili az sayida
calisma yapilmistir (Li et al., 2016). Van der Plaat ve ark. GWAS verilerini analiz
ederek NFYC-AS1' in hi¢ sigara igmeyenlerde hava akimi obstriiksiyonunda rol
oynayabilecegini saptamislardir (van der Plaat et al., 2019). NFYC-AS1, akciger
kanseri hiicrelerinin gogalmasini ve koloni olusumunu desteklemekte, apoptozu inhibe
etmektedir (Song et al., 2021). Yapilan baska bir ¢alismada, NFYC-AS1 gen ifadesi,

otofaji genleri ile, 6zellikle BIRC6 ile anlamli pozitif korelasyon gdstermektedir.
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NFYC-AS1' in yikilmasi, BIRC6 ifadesini azaltmakta ve A549 hiicrelerinde hem
otofajiyi hem de apoptozu indiiklemektedir. BIRC6' nin varlig1 ise inhibe edici etkiyi
tersine ¢evirmektedir (Tong et al., 2022). Literatiir taramas1 sonrasinda NFYC-AS1’ in
PK gelisimi ile ilgili herhangi bir calismasina rastlaniimamistir. Analizlerimiz
sonrasinda hem AR ile pozitif korelasyon gostermesi hem de ifade seviyesi yiiksek ve
diisiik olan olgular arasinda anlamli bir hastaliksiz sagkalim gdstermesi bu IncRNA’
nin PK gelismindeki 6nemini gostermektedir. Bu IncRNA ile etkilesimde olan miRNA
ve mRNA’ lar analizlerimiz sonrasinda belirlenmis oldugundan, ileride akciger
kanseri hiicrelerinde gosterilmis olan MRNA:MIRNA:INCRNA eksenine benzer bir ag

yapis1 tanimlanabilecektir.

IncRNA TYMS zit sarmallt RNA' nin (TYMSOS), miR-4739' un bir ceRNA" s1 olarak
mide kanseri progresyonunu indiikledigi rapor edilmistir (Gu et al., 2021). Yuan ve
ark. TYMSOS' un kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri hiicrelerinde miR-214-3p igin bir
stinger islevi gordiigiinii 6ne stirmiislerdir (Yuan et al., 2021). Zhang ve ark TYMSOS’
un osteosarkoma hiicrelerinin malignitesini miR-101-3p-NETO2 ekseni yolag: ile
yonlendirebilecegini dogrulamiglardir (Zhang et al., 2023). TYMSOS, miR-130a-5p' yi
stingerleyerek MARCKSLLY' i yukar1 diizenlemektedir (Jia et al., 2022). Gu ve ark.
timidilat sentaz zit zincir RNA' nin (thymidylate synthetase opposite strand RNA,;
TYMSOS) miR-4739 ile etkilesime girerek ZNF703 ifadesini artirdigini ve boylece
mide kanseri hiicrelerinin ¢ogalmasini, gociinii ve invazyonunu ilerlettigini
saptamiglardir (Gu et al., 2021). Baska bir ¢alismada, kontrol grubu ile karsilastirilan
akciger kanseri Orneklerinde TYMSOS ve NCAPG ifadesinin belirgin sekilde
yukseldigini ve bu RNA’ larin yiiksek ifadesinin sagkalim analizi ile kotii sonucla
iliskili oldugu saptanmustir. Ayrica, FOXM1 TYMSOS' un potansiyel bir
transkripsiyonel aktivatorii olarak tanimlanmistir (Yuan et al., 2021). Literatiir
taramast sonrasinda TYMSOS’ un PK gelisimi ile ilgili herhangi bir calismasina
rastlanilmamustir. Analizlerimiz sonrasinda hem AR ile pozitif korelasyon gdstermesi
hem de ifade seviyesi yiiksek ve diisiik olan olgular arasinda anlamli bir hastaliksiz
sagkalim gostermesi, bu IncRNA’ nin PK gelisimindeki 6nemini gostermektedir. Bu
IncRNA ile etkilesimde olan hsa-miR-222-3p, STMN1 ve KPNA2 RNA’ lar

analizlerimiz sonrasinda saptanmis oldugundan, ileride bu RNA’ lar arasindaki
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etkilesim agmi igeren in vitro ve in vivo calismalar yapilarak PK’ deki onemleri

gosterilebilecektir.

Growth arrest-spesific-5 geni (GAS5) kromozom 1’in q25 bolgesine lokalize olan bir
INCRNA' dir. Yapilan son aragtirmalar, anormal GAS5 ifade seviyelerinin meme
kanseri, bas ve boyun skuamdz hiicreli karsinom, glioma ve PK dahil olmak tizere
timor hiicreleri iizerindeki potansiyel etkisini gostermistir. PK' de GAS5 tiimor
baskilayici gen olarak gorev gortir (Lv et al., 2021; Pickard et al., 2013). GAS5’ in PK’
de AR ile dogrudan etkilesim halinde oldugu ve AR transkripsiyon aktivitesinin
diizenlenmesine katildig1 rapor edilmistir. GASS ve AR arasindaki bu etkilesim PK’
nin kastrasyona direngli evresinde hiicre proliferasyonunu diizenleyebilmektedir.
Bununla birlikte, AR ve GAS5 arasinda bir geri besleme dongiisii de saptanmustir.
KDPK’ de GASY' in asag1 diizenlenmesi, AR eksenini yukar1 dogru diizenlerken AR'
nin yiiksek aktivasyonu, GAS5S' in transkripsiyonunu daha fazla engelleyebilmektedir.
Bu bulgular, GAS5' in PK' de potansiyel olarak yeni bir biyobelirteg olarak hizmet
edebilecegini ve PK' de umut verici bir terapotik hedef olarak potansiyel roliinii
belirlemek i¢in daha fazla arastirma yapilmasini gerektirebilecegini diistindiirmektedir
(Lv et al., 2021). Bununla birlikte, GASS' in miR-104' i AKT/mTOR sinyal yolagi
araciligiyla hedefledigi gosterilmistir (Lv et al., 2021). Ayrica, prostat epitel hiicreleri
ile karsilastirildiginda, PK hiicrelerinde azalmig GAS5 ifadesi bulunmaktadir. Burada
GAS5, E2F1 ile etkilesime girerek GO/G1l fazinda hiicre dongiisiiniin durmasini
indiikleyen p27Kip1' e baglanmasini indiiklemektedir (Luo et al., 2017). Yapilan bagka
bir ¢aligmada, GAS5’ i kodlayan plazmidin transfeksiyonu sonrasi bazal hiicre
apoptozunun arttigr ve GAS5 ifadesinin asagi diizenlenmesinin ardindan apoptozu
zayiflattigi gosterilmistir (Pickard et al., 2013). Xue ve ark. GAS5' in miR-103' i
AKT/mTOR sinyal yolag: tizerinden hedefleyerek PK gelisimini yavaglatmiglardir
(Xue et al., 2016). Yapilan son ¢alismada, GAS5' in PK hiicre hatlarinda apoptozu
indiikledigi ve hiicre cogalmasini engelledigi kanitlanmistir (Xie et al., 2019). Yapilan
baska bir ¢alismada ise AR (=) PC3 hiicrelerinde deksametazon tedavisinin GAS5
ifadesinin yukar1 diizenlenmesini indiikledigi saptanmistir. Bununla birlikte, GO/G1
fazinda deksametazon aracili indiikklenen hiicre dongiisii arresti ve hiicre
proliferasyonu inhibisyonu, GAS5' in susturulmasi ile zayiflatilabilir ve GAS5 asir1
ifadesi ile arttirilabilir. Bu nedenle, deksametazonun AR (—) PK hiicrelerinde GAS5
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ifadesini yukar1 dogru diizenleyerek hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi sonucuna
varabiliriz. GAS5’ in agsir1 ifadesi ve susturulmasinin, deksametazon tedavisi
sonrasinda belirli hiicre dongiisii asamalar1 ve hiicre proliferasyonu tizerine etkileri
goriilmemistir. Elde edilen bulgular, AR' nin dogrudan GAS5' e baglanarak GAS5' in
proliferasyonu inhibe edici etkisine karst koydugu gosterilmistir (Hu et al., 2020).
Bagka bir calismaya gore, GASS tiimor baskilayici gen olarak fonksiyon gormektedir
ve EMT ile CSC 6zelliklerini inhibe ederek, PK progresyonu ve paklitaksel direncini
onemli dl¢lide baskilamaktadir (Lu et al., 2022). Bunun aksine, Zhang ve ark. GAS5’
in azalmig ifadesinin PK' nin proliferasyonunu ve hiicre dongiisii ilerlemesini inhibe
ettigini ve hiicre apoptozunu destekledigini gostermiglerdir. GAS5’ in ceRNA roliinii
aragtirmak i¢in miRNA etkilesimleri analiz edilmis ve miR-18a-5p’ nin GAS5 ile
etkilesimde oldugu saptanmistir. miR-18a-5p ise bir¢ok kanser tilirlinde timor
baskilayici rol oynayan STK4’ ii hedeflemektedir. Sonug olarak, elde edilen veriler
STK4:miR-18a-5p:GASS ekseninin EMT' yi ve paklitakselin PK' de tiimor kok hiicre
benzeri aracili duyarliligini diizenlemede hayati bir rol oynayabilecegini gostermistir
(Y. Zhang et al., 2017). Farkli arastirmacilarin elde etmis olduklart GAS5 ifadesi ile
celiskili sonuclar ise arastirllan GASS transkriptlerinin farkliliklarindan dolay1
olabilmektedir. Tiim bu bulgular, KDPK' de AR’ yi diizenleme kapasitesine sahip
cesitli IncRNA' larin bulundugu, KDPK” li olgularda AR sinyal yolagini1 daha fazla
baskilamak i¢in de bu IncRNA' larin hedeflenerek yeni terapétik bir yaklagimin
gelistirilebilcegini diistindiirmektedir. Tez ¢alismasinda GAS5’ in AR ile anlamli
negatif korelasyon gosterdigi saptanmistir. Bununla birlikte, yiiksek ve diisiik GAS5
ifadelerinin olgulardaki hastaliksiz sagkalim siirelerini belirlemede anlamli bir
parametreyi olusturabilecegi de bulunmustur. Sonug olarak, GAS5’ in 6ngériilen hedef
miRNA ve mRNA ile olan etkilesimlerinin in vitro ve in vivo deneylerle
desteklenmesiyle, PK’ nin gelisiminde 6nemli biyobelirtecler ve sinyal yolaklar1 da

saptanabilecektir.

hsa-miR-182-5p, PK hiicrelerinin prognozu ve progresyonu igin belirleyici olup, in
vitro ve in vivo modellerde PK agresifligini etkilemektedir. Souza ve ark. nin yaptiklar1
calismada PC-3 PK hiicrelerinde miR-182-5p' nin ektopik ifadesi, ¢ogalma hizini
onemli 6l¢iide artirmistir. Benzer bir sekilde, yine miR-182-5p ile transfekte edilen

hiicrelerde akig sitometri analizi ile G1 evresindeki hiicrelerin sayisinda 6énemli bir
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azalma, S ve G2 evrelerindeki hiicre sayisinda ise bir artis saptanmistir. Bunun aksine,
DU-145 PK hiicrelerinde miR-182-5p' nin ektopik ifade degisimi ile herhangi bir etki
gozlenmezken, miR-182-5p ifadesinin inhibisyonu ile hiicre proliferasyonunda 6nemli
bir azalma saptanmistir. Bu hiicrelerde, anlamli olmamakla birlikte, G1 fazindaki
hiicre sayisinda arti, S ve G2 fazindaki hiicre sayisinda da azalma gozlenmistir. Hiicre
proliferasyonundaki bu onko-miR etki, diger PK calismalarinda da saptanmuistir.
Hirata ve ark. (Hirata et al., 2013) ve Bai ve ark. (Bai et al., 2021), bu ¢alisma ile ayn1
PK hiicrelerinin analizinde, miR-182-5p ifadesinin inhibisyonu ile hiicre
proliferasyonunun azaldigini bildirmislerdir. Bunun aksine, Yao ve ark. (Yao et al.,
2016), miR-182-5p yiiksek ifadesinin in vitro ve in vivo modellerde PK’ nin
biiyiimesini ve progresyonunu destekledigini gostermiglerdir. Abramovic ve ark.” nin
kan plazmasindaki verilerine gore, PK' 11 erkekler BPH' |li erkeklerle
karsilastirildiklarinda kan plazmalarinda miR-375-3p ve miR-182-5p' nin anlaml
olarak daha yiiksek diizeyde ifade edildikleri goriilmistiir. Buna gore, PK ve BPH
ayriminda potansiyel klinik degeri olan PSA' dan daha iistiin biyobelirteg 6zelligine
sahiptir. Son zamanlarda, Pastor-Navarro ve Garcia-Flores ve ark. miR-375-3p, miR-
182-5p ve miR-21-5p de dahil olmak iizere serum PK tanisi ig¢in dort miRNA' dan
olusan bir panel kullanilmasini 6nermis ve bu miRNA' larin PK tanisi i¢in biiyiik bir
potansiyele sahip olduklarini gostermislerdir (Pastor-Navarro et al., 2020). miR-182-
5p ile transfekte edilen hiicrelerin hiicre ¢ogalmasindaki benzer etkiler melanomlar,
gliomalar, hepatoseliiler, meme ve kolorektal kanser hiicreleri gibi diger tiimor hiicre
modellerinde gozlenmistir (Pastor-Navarro et al., 2020). Tez ¢alismasi kapsaminda
hsa-miR-182-5p’ nin Ongoriilen hedefi olabilecek korelasyon degeri -0.40 olan
mRNA’ lar FOXO1, PPP1R12A, CCND2 ve MITF olarak saptanmustir. Forkhead Box
O (FOXO) transkripsiyon faktorleri ailesi, hiicre dongiisiiniin diizenlenmesi, hiicre
farklilagsmasi, glikoz metabolizmasi ve diger hiicresel fonksiyonlar gibi bircok énemli
hiicresel siiregte yer alan ti¢ temel transkripsiyon faktoriinden (FOXO1, FOXO3 ve
FOXO4) olusmaktadir. Foxo proteinleri esas olarak nukleusa lokalize olurlar ve
cogunlukla tiimor baskilayici genlerin ifadelerini diizenlerler. FOXO1, yiiksek
derecede onkojenik PI3K/Akt sinyal yolagimi negatif olarak diizenleyen bir tiimor
baskilayici gendir (Huang & Tindall, 2007). PK’ li primer 6rneklerde FOXO1 ve miR-
182 ifade seviyelerinin arastirildigi bir ¢alismada, mMiR-182" nin asir1 ifadesi ile

FOXO1 mRNA!' sinin azalmasi arasinda negatif bir korelasyon saptanmistir. Bu negatif
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korelasyon, FOXO1' in PK' de tiimor baskilayict gen rolii géz 6niine alindiginda
ozellikle ilgi ¢ekici olmaktadir. Yapilan baska bir ¢calismada, FOXO1' in osteoblast
olgunlasmasi, kemik olusumu ve PK hiicresi metastazinda kritik rol oynayan baska bir
transkripsiyon faktorii olan RUNX2' ye baglandigi ve baskiladig1 gosterilmistir (Wallis
et al., 2015). Bu galigsmalar, FOXO1’ in miR-182 nin bir hedefini olusturdugunu
dogrulamaktadir. Ancak, PK progresyonu ve metastaziyla iliskili olan ve miR-182
ifade seviyelerinden etkilenen FOXOL1' in asagi akis hedeflerinin tanimlanmasi ve
islevsel olarak degerlendirilmesi gerekmektedir. Tez ¢alismasi kapsaminda, FOXO1’
in elde edilen mRNA” lar arasinda en yiiksek diigiim derecesine sahip oldugu ve miR-
182-5p ile aralarinda negatif bir korelasyonun bulundugu saptanmistir. Bu bulgular,
FOXO1 ve miR-182-5p' nin birlikte ¢alisarak, PK gelisiminde 6nemli bir rol
oynadiklarim diisiindiirmektedir. Iki RNA arasinda saptanan negatif korelasyon, miR-
182-5p' nin FOXO1' in diizenleyici aktivitesini inhibe edebilecegini ve boylece PK
gelisimine katkida bulunabilecegini diisiindiirmektedir. FOXO1 diigiim derecesinin
yiiksek olmasi, diger RNA’ larla etkilesime girdigini ve onemli bir diizenleyici
oldugunu gostermektedir. Bununla birlikte, bu gen, yiiksek ve diisiik ifade seviyeleri
gosteren olgular arasinda anlamli bir fark gostermektedir. Bu durum, hastaligin
progresyonunda ve hastalarin prognozunda Onemli bir rol oynayabilecegini
diistindiirebilmektedir. Elde edilen bu sonuglar literatiir ile uyumludur. FOXOL1 ile
etkilesim igerisinde oldugunu disiindiigiimiz ADAMTS9-AS2 ve PAXIP1-AS2
IncRNA’ larinin korelasyon katsayilar1 > 0.5 olarak saptanmistir. ADAMTS9-AS2
birgok kanser tiirlinlin ¢esitli gelisim basamaklarinda gorev alir. Kiigiik hiicreli
olmayan akciger kanser dokularinda asag1 diizenlenmektedir. Akciger kanserinde N
evresi, cinsiyet ve sigara i¢imi ile anlamli bir iliskisi saptanmistir (Lin et al., 2021).
Yumurtalik kanserinde miR-182-5p:FOXF2 eksenini diizenleyerek kanserin
progresyonunu azaltmaktadir (A. Wang et al., 2018). Dilin skuamoz hiicre
karsinomunda miR-600:EZH2 eksenini diizenleyerek onkojenik bir rol aldig
diistiniilmektedir (Li et al., 2019). Meme kanserinde miR-182" yi hedefleyerek hiicre
proliferasyonunu azaltmakta ve apoptozu indiiklemektedir (Guo et al., 2021).
Hepatoseliiler karsinoma hiicrelerinde PI3K/AKT/mTOR sinyal yolagmi inhibe
ederek proliferasyon, migrasyon ve invazyonu baskilamaktadir (Li et al., 2021). PK
doku orneklerinde yapilan ¢alismada ise ADAMTS9-AS2’ nin asag1 diizenlendigi
saptanmigtir (He et al., 2021). Literatiir Ozetlerinden de goriildigi gibi miR-
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182/FOXO hiicre igerisinde farkli yerlerde lokalize olabilen IncRNA’ lar ile de
etkilesim halinde olup birbirlerinin ifade seviyelerini etkileyebilmektedir. Yaptigimiz
analizler sonrasinda, FOXO1:miR-182-5p:ADAMTS9-AS2 ekseninin PK gelisiminde
de 6nemli bir sinyal yolagi olabilecegi saptandi. Bu bulgular, bize FOXO1:miR-182-
5p:ADAMTS9-AS2 ekseninin PK tam1 ve prognozunda onemli oldugunu ve
gelistirilecek olan yeni tedavisi stratejileri igin 6nemli molekiiler hedefleri sunacagini
gostermektedir. Bunun i¢in, daha fazla deneysel c¢alisma ile FOXO1l:miR-182-
5p:ADAMTS9-AS2 eksenin islevsel mekanizmalari ortaya ¢ikarilmalidir.

PAXIP1-AS2 IncRNA ifadesini arastiran ¢ok sayida c¢alisma bulunmamaktadir.
Yapilan bir calismaya gére TCGA’ dan elde edilen glioma 6rneklerinde bu IncRNA”
nin ferroptozis ile iliskisi olabilecegi 6ne siiriilmektedir. FOXO1 ve miR-182-5p ile
olan etkilesimini arastiran ¢alismalar bulunmamaktadir. ADAMTS9-AS2 ile benzer
korelasyon katsayisina sahip oldugundan, bu IncRNA’ nin da PK progresyonuyla
iligkili 6nemli bir rolii bulundugunu diisiinmekteyiz. Bununla birlikte, biyoinformatik
analizlerle elde ettigimiz FOXO1:miR-182-5p:PAXIP1-AS2 ekseninin, yapilacak

olan fonksiyonel analizler ile de PK’ deki rolii daha iyi aydinlatilacaktir.

Protein fosfataz 1 diizenleyici alt iinite 12a’ nin (PPP1R12A) diiz kas kasilmasinda,
hiicre dongiisiinde, hiicre adezyon ve migrasyonunda énemli gérevleri bulunmaktadir.
Bu gen PK’ de asagi diizenlenmekte, anjiogenez ve tiimor bilylimesini inhibe
etmektedir. CD31 ile birlikte anlamli prognostik bir faktdr olusturabileceklerinden,
kanser tedavisinde diger molekiillerle etkilesiminin arastirilmas1 PK tedavisinde de
etkili olabilecektir (Zou et al., 2021). Tez ¢alismas1 kapsaminda PPP1R12A’ nin miR-
182 ile negatif korelasyon; AR, PAXIP1-AS2 ve ADAMTS9-AS2 ile pozitif korelasyon
gosterdigi saptanmistir. Ancak, literatiirde bu RNA’ larla iligkili yapilan ¢alismalara
rastlanilmamistir. miR-182-5p' nin PPP1R12A genine baglanmasi, PPP1R12A" nin
MRNA ifadesinin azalmasina neden olabilir. Bu rekabet, miR-182-5p ve PPP1R12A
arasindaki negatif korelasyonu aciklayabilir. PPP1R12A" nin ceRNA etkilesimi, PK’
deki tiimor baskilayici potansiyelini etkileyebilir. miR-182-5p' nin asir1 ifadesi,
PPP1R12A' nin baskilanmasina ve kanser hiicre proliferasyonu, invazyonu ve
metastaz yeteneklerinin artmasina yol acgabilir. Biyoinformatik analizler sonrasinda

elde edilen anlamli sonuglardan dolayr PPP1R12A:miR-182-5p:PAXIP1-AS2 ve
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PPP1R12A:miR-182-5p:ADAMTS9-AS2 cksenlerinin arastirilmasi, PK’ nin gelisimi

ve tedavisi hakkinda 6nemli veriler saglayacagini diistinmekteyiz.

PK ile iliskili gok 6nemli bir hiicre déngiisii diizenleyicisi gen olan CCND2' nin kanser
hiicresi biiylimesini diizenlemek i¢in PK' de ve diger bir¢ok kanserde anormal sekilde
ifade edildigi tespit edilmistir. Yapilan bir ¢caligmada bu genin miR-21 ve miR-182
tarafindan hedeflendigi gosterilmistir. Bununla bilirlikte, CCND2' nin agir1 ifadesinin
PK hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi, azaltilmig ifadesinin ise hiicre
proliferasyonunu artirdigi ve tiimoriin yiksek Gleason skoruna ve yiiksek PSA
seviyelerine ilerlemesi ile iligkili oldugu kanitlanmistir. Zhu ve ark. miR-154" {in
CCND2’ yi hedefleyerek PK hiicre proliferasyonunu inhibe ettigini gostermislerdir (C.
Zhu et al., 2014). Bunun yaninda, Dong ve ark. miRNA-let-7a’ nin E2F2 ve CCND2’
yi hedefleyerek PK hiicre proliferasyonunu inhibe ettiklerini gostermislerdir (Dong et
al., 2010). Tez calismasi kapsaminda, hsa-miR-182-5p ile CCND2 arasinda negatif
korelasyon ve ADAMTS9-AS2 ile de pozitif korelasyon saptanmistir. Elde edilen bu
bulgular yine yenidir ve literatiirde bulunmamaktadir. Ozetle, CCND2:miR-182-
5p:ADAMTS9-AS2 ekseninin fonksiyonel olarak arastirilmasi PK gelisimi ve tedavisi

acisindan 6nemli veriler saglayacaktir.

Yapilan bir ¢alisma ile miR-182" nin melanosit indiikleyici transkripsiyon faktoriini
(MITF) hedefledigi gosterilmistir. Ilging bir sekilde, yapilan baska bir calismada, miR-
182" nin Afrika-Amerikalilarda biyokimyasal rekiirens i¢in Onemli bir belirteg
olusturdugu; ancak, Avrupa-Amerikalilarda bu etkinin gériilmedigi ve bu nedenle irka
dayali bir faktorii olusturabilecegi distiniilmistir (Stafford & McKenna, 2023).
Calismamizda da miR-182-5p’ nin MITF’ yi hedefledigi gosterilmis olup; ayrica, AR,
ADAMTS9-AS2, LINCO01140 ve LINCO01018 ile de pozitif korelasyon gosterdigi
saptanmigtir. Caligma verilerimiz 2023 yilinda yayimlanan yukarida belirtilen makale
ile tutarli sonuglar verse de, IncRNA ile iliskisini gosteren bir ¢alisma
bulunmamaktadir. Dolayisiyla, literatiirle de desteklenen miR-182-5p:MITF
etkilesimi, belirtilen IncRNA’ lar ile de arastirildiginda PK gelisimi, tan1 ve

tedavisinde dnemli veriler saglayacaktir.
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Sonug olarak, PK gelisiminde saptanan aday miRNA, mRNA ve IncRNA’ larin
etkilesim halinde olduklari; zenginlestirme ve yolak analizleri sonucunda nukleus ve
diger zarla ¢evrili hiicre i¢i organellere lokalize olduklari; AR ile etkilestikleri, genel /
hastaliksiz sagkalimda rol oynadiklar1 ve kanserle iligkili bir ¢ok sinyal yolaginda
gorev aldiklar1 bulunmustur. In silico yontemle elde edilen bu bilgilerin, in vitro ve in
vivo yontemlerle de desteklenmesiyle ilgili RNA’ larin etkilesimleri daha ayrintili

olarak ortaya konulabilecektir.
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Sonug ve Oneriler

Tez calismasinda PK gelisiminde yeni hedef mMRNA:mMiRNA:IncRNA molekiilleri
biyoinformatik yontemlerle tanimlanip, birbirleriyle olan etkilesimleri ve etkiledikleri
sinyal yolaklar1 aragtinnlmistir. Tez kapsaminda saptanan sinyal yolaklar1 agsagidaki
gibidir.

CDK5R1:hsa-miR-133b:HPN-AS1

YWHAG:hsa-miR-222-3p: DGCR5

YWHAG:hsa-miR-222-3p: NFYC-AS1

RNF4:hsa-miR-222-3p: ZNF674-AS1

RNF4:hsa-miR-222-3p:NFYC-AS1

KPNA2:hsa-miR-222-3p: TYMSOS

KPNA2:hsa-miR-222-3p: ZNF674-AS1

HIPK2:hsa-miR-222-3p: GAS5

HIPK2:hsa-miR-222-3p: ZNF674-AS1

STHMN1:hsa-miR-222-3p: TYMSOS

STHMN1:hsa-miR-222-3p: DGCR5

STHMN1:hsa-miR-222-3p: NFYC-AS1

STHMN1:hsa-miR-222-3p: ZNF674-AS1

STHMN1:hsa-miR-222-3p: GAS5

FOXOL1: hsa-miR-182-5p: ADAMTS9-AS2

FOXOL1: hsa-miR-182-5p: PAXIP1-AS2

PPP1R12A: hsa-miR-182-5p: PAXIP1-AS2

PPP1R12A: hsa-miR-182-5p:ADAMTS9-AS2

CCND2: hsa-miR-182-5p: ADAMTS9-AS2

MITF: hsa-miR-182-5p: ADAMTS9-AS2

MITF: hsa-miR-182-5p: LINC01140

MITF: hsa-miR-182-5p: LINC01018

Ancak, ¢alisma ile ilgili bazi sinirliliklar igin asagidaki 6nerileri sunabiliriz:

1- TCGA veritabanindaki kanser olgularinin 6rneklem biiyiikligi, kontrol
olgularinkinden 6nemli 6l¢iide daha yiiksekti. Dolayisiyla, dérneklem sayisinin fazla
oldugu baska deney gruplarinda aday genler yeniden calisilabilir ya da analizleri
yapilabilir.
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2- GEO ve TCGA' dan alinan veriler ayr1 platformlardan elde edilen benzersiz
verilerdir. Bir molekiilin her iki platformda da aym sonucu vermesi
beklenilmemektedir. Calismamizda bu veri setlerinin kesisim kiimesinin alinmasi aday
molekiillerin dogrulanmasimna yardimci olmaktadir. Ancak, bazi molekiillerin de
caligsma kapsami disinda kalmasina neden olabilmektedir.

3- Calisma kapsaminda elde edilen veriler biyoinformatik yontemlerle saptanmis olup,
dogrulama ve validasyon ¢alismalarinin in vitro ve in vivo yontemler ile desteklenmesi
gerekmektedir.

4- Arastirmacilara acgik veri tabaninda, olgularin ilag ve/veya cerrahi tedavilerine
iliskin bazi spesifik bilgilerin ve klinik verilerin bulunmamasi, genin prognostik
Oonemini anlamamizi var olan bilgilerle sinirlamaktadir. Tasarlanacak yeni deneyler ile
bu aday genlerin ifade seviyelerinin olgularin demografik ve klinik parametreleri ile
istatistiksel galismalar1 yapilabilecektir.

5- Biyoinformatik yontemlerle ¢esitli molekiiller elde edilerek diger arastirmacilarin,
tanimlanmis olan bu aday molekiillere ve sinyal yolaklarina yonelmesi ile

arastirmalaria katki sunacagimizi diisiinmekteyiz.
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Ekler

Tez caligmasi kapsaminda arastirmacilarin erisimine agik veri setleri kullanildigindan,

Etik Kurul Onayiin alinmasi gerekmemistir.
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Tesekkiir

Calismalarima basladigim andan itibaren bana yol gosteren ve yardimlarinm

esirgemeyen degerli tez danismanim Dog. Dr. Buket KOSOVA’ ya tesekkiir ederim.
Calisma siirecinde hep yanimda olan ve destegini yakindan hissettigim yol arkadagim
sevgili esim Isil SEYRANI AKTAN’ a sonsuz tesekkiir eder, varhg ile beni

heyecanlandiran ve galisma sevkimi artiran kiymetli kizim Ilgi AKTAN’ a bu tez

caligmasini armagan ederim.
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