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FARKLI GLIOMA TURLERINDE BiYOINFORMATIK ARACLAR
KULLANIMIYLA EPITRANSKRIPTOM PENCERESINDEN
BiYOBELIRTECLERIN TANIMLANMASI

OZET

Yeni trend bagliklar arasinda bulunan ve 6nemi gittik¢e artan m6A, m5C ve m1A
epitranskriptom yolaklari, kanserin gelisimi, metastazi, agresifligi, invazyonu ve kanser
hiicrelerinin farklilagsmasi gibi kritik siireclerde rol oynadigi, yapilan g¢alismalar ile
bildirilmisti. Bilinen en 6liimciil evre IV glioma tiirii olan Glioblastoma Multiforme’in
agresifliginin altinda yatan mekanizma heniliz tam olarak agiklanamamuistir. Bu ¢alisma,
m6A, m5C ve ml1lA epitranskriptom yolak diizenleyicilerinin glioma vakalarindaki
onemli rollerini ortaya ¢ikarmayir ve Glioblastoma Multiforme’nin epitranskriptom
dinamiklerini Diisiik Dereceli Glioma gibi daha naif gliomlarla karsilastirarak
biyobelirteg genlerini tespit etmeyi amagladi. Glioblastoma Multiforme ve Diisiik
Dereceli Glioma vakalarindaki farkliliklar ortaya ¢ikarmak igin cBioporal ve TCGA veri
tabanlarindan alinan veriler kullanilarak m6A, m5C ve m1A yolak diizenleyicileri DNA
diizeyinde ve mRNA diizeyinde incelendi. Ayrica, akis asagi stireglerdeki farkliliklarini
aydinlatmak ve diizenleyici genlerin biyobelirteg 0Ozelliklerini test etmek igin
transkriptom ve klinik veriler kullanilarak bir dizi biyoinformatik analiz yapildi. Glioma
vakalarinda m5C(%11) yolu diizenleyicileri, m6A(%8) ve mlA(%2) yolu
diizenleyicilerinden daha fazla mutasyona ugradig1 goriildii. GBM vakalarinda %85 skor
ile DNMT3L geni ve Diisiik Dereceli Glioma vakalarinda ~%8 ile EIF3A, EIF3B, NOP2,
DNMT3A genleri en yiiksek mutasyon frekansi olarak kaydedildi. Ek olarak, m6A, m5C
ve m1A yollarinin farkli biyolojik siireclerde rol aldig1 ve her birinin hiicrede farkli temel
yollar1 etkiledigi gozlemlendi. Dahasi, Glioblastoma Multiforme ve Diisiik Dereceli
Glioma arasinda EIF3A ve TET1 genlerinin prognostik ve diagnostik degerlerinin
olduk¢a giicli oldugunu ve her ikisinin de yuksek ekspresyon seviyesinin WHO
seviyeleriyle negatif korelasyon gosterdigi goriildi. EIF3A ve TET1 genlerinin,
gliomalar igin gelistirilecek yeni terapotik yaklasimlarda biyobelirteg olarak kullanilma

potansiyellerinin giiglii oldugunu ortaya koyduk.

Anahtar Kelimeler: Glioblastoma Multifome, Lower Grade Glioma,

Epitranskriptom, Biyobelirtec
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IDENTIFICATION OF BIOMARKESRS IN DIFFERENT GLIOMA TYPES
USING BIOINFORMATIC TOOLS FROM THE EPITRANSCRIPTOME
PERSPECTIVE

ABSTRACT

It has been reported that m6A, m5C and m1A epitranscriptomics pathways were
involved in crucial processes such as cancer development, metastasis, aggressiveness,
invasion and differentiation of cancer cells. The mechanism underlying the
aggressiveness of Glioblastoma Multiforme, has not yet been completely elucidated, the
deadliest type of stage IV glioma known. This study aimed to uncover crucial roles of
m6A, m5C and m1A pathway regulators and detect biomarker genes with compare the
epitranscriptome viegulatd of Glioblastoma Multiforme with more naive gliomas such as
Lower-Grade Glioma. To reveal the differences in GlioblastomaMultiforme and Lower-
Grade Glioma cases, m6A, m5C and m1A pathway regulators were examined at DNA
level and mRNA level utilizing data from cBioporal and TCGA databases. Moreover, a
series of bioinformatic analyzes were performed using transcriptome and clinical data to
elucidate donwstream distinctnes and test the biomarker properties of viegllatér genes.
The m5C(%11) pathway regulators were more mutated than m6A(%8) and m1A(%2)
pathway regulators in glioma cases. Additionally, in Glioblastoma Multiforme cases
DNMT3L gene with a rate of 85% and in Lower-Gade Glioma cases, EIF3A, EIF3B,
NOP2, DNMT3A genes with the rate of ~8% were observed as the highest mutation
frequency. We demonstrate that m6A, m5C and m1A pathways were involved in different
biological processes, and each of them affected distinct essential pathways in the cell.
Furthermore, our results stated that, EIF3A and TET1 genes sighted strong prognostic
and diagnostic values between Glioblastoma Multiforme and Lower-Grade Glioma cases,
and high expression levels of both showed negative correlation with WHO levels. We
suggested that EIF3A and TET1 genes can be used as biomarkers, in new therapeutic

approaches for glioma.

Keywords: Glioblastoma Multiforma, Lower-Grade Glioma,

Epitanscriptome, Biomarker
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1. GIRIS

Glioblastoma Multiforme (GBM), bilindigi iizere en yaygin ve 6lumcdl evre 1V
glioma tartdir (lacob ve Dinca 2009). GBM heterojen yapida, oldukg¢a agresif ve hizla
biiyliyen bir timordiir. Cesitli tedavi uygulamalarina ragmen genellikle o6limle
sonuglanir. Buna ragmen GBM hastalarinda metastaz potansiyeli diigiiktiir. Bunun altinda
yatan nedenler arasinda, kan-beyin bariyerinin varligi ve tiimoriin ¢ok hizli gelisip sag

kalim oraninin diisiik olusunun alt1 ¢izilmektedir (Tysnes ve Mahesparan, 2001).

Diisiik Dereceli Gliomalar (LGG) 2016 Diinya Saglik Orgiitiiniin Merkezi Sinir
Sistemi Tumorleri Smiflandirmasina gore evre I- I gliomalar: kapsayan, nispeten yavas
blylyen primer beyin tmaoradar (Wijnenga, French, Dubbink, Dinjens ve van den Bent,
2018). Ek olarak LGG, primer beyin tiimorlerinin %15’ini olusturmaktadir (Pouratian ve
Schiff, 2010). GBM’e gore prognozu dnemli 6l¢iide iyi olmasina karsin, artan timor ¢api
(>4-6 cm) ve yasla (40) birlikte gesitli etkenlerin varliginda agresif hale gelerek 6limcul

sonuglar dogurabilmektedir (Pouratian ve Schiff, 2010).

LGG hastalarinin medyan sag kalimi 7 yila kadar ulasabilmektedir (Claus, Walsh,
Wiencke, Molinaro ve Wrensch, 2015). Buna karsin Glioblastoma hastalarinin medyan
sag kalimlar1 LGG’ye gore 8-15 ay ile oldukga diisiiktiir (P. Zhu, Du, Lu ve J. Zhu, 2017).
Giliniimiiziin gelisen teknoloji ve tedavileri géz oniine alindiginda bile, teshisi konulan
GBM hastalari i¢in genel sag kalim oranlari; 1 yilda en fazla %35’e, 2 yilda %13,3’e ve
5 yilda ise sadece %5,5 e ulasabilmektedir (Thakkar, Dolecek, Horbinski ve Villano,
2014). Ote yandan, cinsiyete dayali bir hayatta kalma oram goriilmezken, yasa baglh
olarak degisen bir sag kalim s6z konusudur. Geng¢ yastaki GBM hastalarinin yasama
yuzdesi, daha yasli GBM hastalarindan oldukga daha yiiksektir (Adamson, Kanu, Mehta,
Di ve Bigner, 2009).

GBM vakalarmin profilleri genetik mekanizmalarin  yan 1sira, Kklinik,
immunolojik, metabolik ve epigenetik gibi c¢ok cesitli siireglerde tanimlanmaya
¢alisilmistir (Huang, Zhang, Gu ve Xiong, 2017; Indraccolo, Lombardi, Fassan ve
Zagonel, 2019; Neftel, Laffy ve Suva, 2019). Son yillarda gerceklestirilen

arastirmalarinda, RNA caligmalar1 kanser tedavisi i¢in umut vaat ettigi gosterilmistir



(Sullenger ve Nair, 2016). Ozellikle epigenetik siirecler ve mekanizmalari, hiicre
proliferasyonu, patolojik siiregler, kanserin baslangici ve gelisimi gibi bircok kritik
noktada One c¢ikmaktadir (Dong ve Cui, 2020). Artan kanitlar, epigenetik
modifikasyonlarin, gen ekspresyonunun anormal dilizenlenmesi yoluyla timor
olusumunu ve kanser gelisimini de etkiledigini gostermektedir. Ozellikle transkripsiyon
sonrasi epigenetik diizenlemeyi temsil eden “epitranskriptom” olarak adlandirilan RNA
modifikasyonlari, kanser hiicrelerinin farklilasmasi, gelismesi, proliferasyonu ve
invazyonu gibi streclerde kritik rol tistlendikleri agiga kavustuktan sonra, trend ¢alisma

alanlarindan biri olmaya baslamistir (Heard ve Martienssen, 2014).

Epigenetik bilginin olusturulmasit ve aktarilmasini saglayan mekanizmalar;
Metilasyon modifikasyonlari, translasyon sonrasi histon modifikasyonlar1 ve
kodlanmayan RNA’lar olarak kategorize edilebilir (Biswas ve Rao, 2017). Protein, DNA
ve RNA’larin kimyasal modifikasyonlari, gen ekspresyonu regiilasyonu, c¢esitli
hastaliklarin seyri ve hiicresel gelisim gibi hayati 6nem arz eden birgok siiregte dnemli
rol aldiklar1 bilinmektedir (Li ve Mason, 2014). Bu durum tedavisi ¢ok zor olan ya da
heniiz tam tedavisi bulunamayan glioma gibi kanser tirleri i¢in farkli bir ¢calisma sahasi

ve yeni epigenetik biyobelirte¢lerin bulunabilmesi gibi imkanlar sunmaktadir.

170’ten fazla epitranskriptom modifikasyon mekanizmasi tanimlanmistir (Lyons,
Fay ve Ivanov, 2018). Bu modifikasyonlardan RNA’da en ¢ok sik goriilen N6-
metiladenosin (m6A) modifikasyonunu ve yakin tarihli gergeklestirilen ¢aligmalarda
kanserle iliskisi ortaya koyulan N1-metiladenosin (m1A), ve 5-metilsitozin (m5C)
modifikasyonlari 6ne ¢ikmaktadir (Gillette ve Hill, 2015; Wu, Chen, Liu ve Zhou, 2021).
Calisgmamizda, kanserle iliskisi gittikge giliclenen epitranskriptom modifikasyonlari ile
primer beyin timdrlerinden biri olan gliomalarin iliskisini aydinlatmay1 amagladik.

Calismamizin hipotezleri sunlardir;

H1: m6A, m5C ve m1A modifikasyonlar: gliomada kritik bir rol oynamaktadir

H2: Gliomada m6A, m5C ve m1A regiilator genleri mutasyona ugramistir

H3: Farkli agresiflik duzeyindeki gliomalarda m6A, m5C ve mlA regilator
genlerinin ekspresyon seviyeleri farklilik gosterir.

H4: GBM’de ekspresyon seviyesi diisiik, LGG’de ekspresyon seviyesi yliksek ya

da tam tersi deger gosteren regulator genler, biyobelirte¢ olarak kullanilabilir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Glioma

Glial hiicreler beynin destekleyici hiicre grubunu olusturmaktadirlar, bununla
beraber, gliomalar, bu destek gorevi iistlenen glial hiicrelerin kanserlesmesinin ya da
timorlesmesinin tanimi olarak nitelendirilebilir (Urbanska, Sokotowska, Szmidt,ve Sysa,
2014). Gliomalar, Diinya Saglik Orgiitiiniin (WHO) baz aldig1, prognoz seyri, tedavi
slireci, metastaz potansiyeli, sag kalim oran1 gibi birgok patolojik ve histolojik 6zelliklere
dayanarak I-IV evreler arasinda kategorize edilebilmektedir (Louis, Perry, Burger,
Ellison, Reinferberger, yon Deimling ve Wesseling, 2014; Louis, Ohgaki, Wiestler,
Cavenee, Burger, Jouvet, ve Kleihues, 2007).

2.1.1. Glioblastoma Multiforme

Glioblastoma multiforme oldukca agresif ve invazif bir glioma turtdir.
WHO’nun bildirileri baz alinarak evde IV gliomalarda kategorize edilmektedir (Iacob ve
Dinca 2009). Glioma tirlerinin en 6limcdl tipi olan GBM vakalarinda, tan1 koyulduktan
sonra otalama olarak maksimum 15 ay hayatta kalabilmektedirler (P. Zhu, Du, Lu ve J.
Zhu, 2017). Klinik GBM vakalarinin olusmast primer ve sekonder olarak iki gruba
ayrilmaktadir. Primer (de novo) olarak gelisen GBM vakalarinda, saglikli glial hiicrelerin
cesitli kanserlesme asamalariyla olugsmasi s6z konusu iken, sekonder GBM vakalar
diisiik dereceli gliomalarin progresyonlarinin ilerlemesi ile meydana gelmektedir.
Yapilan arastirmalar dogrultusunda de novo GBM vakalarinin goriilmesi sekonder
vakalardan olduk¢a sik oldugu ortaya koymustur. Ayni1 zamanda, primer GBM’lerin
sekonder GBM’e gore daha agresift ve invazivdir. Sekonder GBM hastalarin prognozu
de novo GBM’e gore 6nemli 6lgiide daha iyi yondedir (Tso, Freije, Day, Chen ve Nelson,
2006; Urbanska, Sokotowska, Szmidt ve Sysa, 2014). Yeniden duzenlenen WHO (2016)
glioma simiflandirmasi, agirlikli olarak molekiiler biyobelirteglere dayanmaktadir ve
onceki (2007) siiflandirmay1 prognoz tahmini agisindan geride birakmaktadir. Bu durum
goz oOnline alindiginda farkli glioma tirleri arasinda altta yatan mekanizmanin
belirlenmesi ve buna yonelik molekiiler biyobelirteglerin saptanmasi 6nem arz etmektedir

(Wijnenga, French, Dubbink, Dinjens ve van den Bent, 2018).



Geligen bilimin mesalesi ile bu iki farkli yoldan gelisebilen GBM’in molekiiler
mekanizmalart aydinlatilmaya calisilmistir. De novo olarak ortaya ¢ikan GBM
vakalarinin altinda yatan molekiiler mekanizmalarin arasinda, pl6 geninin silinmesi,
epidermal biiytime faktorii reseptorii (EGFR) geninin mutasyona ugramasi, bununla
beraber MDM2’nin ise asir1 eksprerse edilmesi gibi genetik degisimlerin alti
cizilmektedir. Sekonder GBM vakalarinda goriilen genetik degisikliklerin bazilar1 TP53,
retinoblastoma (RB) ve trombosit kaynakli biiytime faktorii A/ reseptor alpha
(PDGFA/PDGFRa) genlerinin mutasyonu ve asiri ekspreseyonu olarak goriilmiistiir.
GBM vakalarmin geneli ele alindiginda, 10q kromozom kolundaki heterozigotluk (LOH)
kaybiyla ve P53 genin mutasyonu/delesyonuyla siklikla karsilasiimaktadir (Siegal, 2015).

2.1.2 Diisuk Dereceli Glioma

Diisiik dereceli gliomalar, GBM’e gore daha az agresif seyreden glioma turudur
ve daha yavag kanser gelisimi gostermektedirler. WHO’nun yayinladig: bildirilere gore
evre |, II ve III kanserleri kapsamaktadirlar (Lapointe, Perry ve Butowski, 2018,
Wijnenga, French, Dubbink, Dinjens ve van den Bent, 2018). LGG hastalarinin hayatta
kalma sureleri ortalama olarak 5-7 yil aras1 olmasina ragmen, bu siire 15 yila kadar da
uzayabilmektedir (Wu, F, Wang, Z, Wang, Li ve Zhang, 2020). Goériilme yas araligi
degismekle beraber genelde 35-44 yaslarinda yiiksek insidansa sahiptir (Pouratian ve
Schiff, 2010).

LGG vakalarinda, siklikla izositrat dehidrojenaz (IDH) geninde mutasyonlar ve
1p/19q kromozom kollarinda kodelesyon ile karsilasiimaktadir. Bu mutasyonlara bagh
olarak LGG 3 molekiiler alt tipte de siniflandirilabilmektedir (Matsui, Maruyama, Nitta
ve Muragaki, 2020). LGG alt tipleri lizerinde yapilan ¢alismalar dogrultusunda, O(6)-
metilguanin-DNA metil transferaz (MGMT) genin promotorunun metilasonunun arttigi
bildirilmistir (Jiang, Mao, Ma ve Wang, 2020).

2.2. Epitranskriptom

En sade hali ile epitranskriptom, bir hiicrede bulunan biitiin RNA ¢esitlerinde
meydana gelen ve tersine dondirdlebilen, biyokimyasal modifikasyonlarin tamamini
nitelemektedir. Gilniimiizde tanmimlanmis 170’ten fazla RNA modifikasonu

bulunmaktadir (Rossellé-Tortella, Ferrer ve Esteller, 2020). Bu proses; yazarlar (writers),



okuyucular (readers) ve siliciler (erasers) olarak isimlendirilen protein aileleri ile regiile
edilmektedir. Yazar protein ailesi genom ¢apinda modifikasyonlart olusturan enzimler
iken silici enzimler ise tam tersi olarak genomdaki bu degisiklikleri silmede gOrev
almaktadirlar. Yazarlarin gercgeklestirdigi modifikasyonlar1 taniyan ve baglanabilen
protein ailesi ise okuyuculardir. Ilgingtir ki, temelde aym gorevleri yapsalar da farkli
epitranskriptom yolaklarinda farkli yazarlar, siliciler ve okuyucular gorev almaktadir.
Beraber ¢alisan bu protein aileleri birlikte hiicrenin farkli ¢evrelere adaptasyonu,
farklilasmasi, proliferasyonu ve kimi hastaliklarin patolojinde regiilasyonu

saglamaktadirlar (Gillette ve Hill, 2015).

Metilasyon

Kelime anlami ile metilasyon, bir bilesige ya da atoma metil grubunun (CH3)
eklenmesidir. Metillenme veyahut metilasyon siireci daha sik kimya alaninda karsilasilsa
da DNA, RNA ya da protein gibi molekillere de entegre olduklari biyoloji alaninda
surekli karsilasilan bir durumdur. Insan viicudunda bulunan tiim hiicrelerin aym1 genetik
bilgiye sahip olmasina ragmen, farkli hiicre tiplerine 6zellesmesinin temelinde yatan

mekanizmalardan biridir (Trix| ve Lusser, 2019).

2.2.1. m6A Modifikasyonu

Kodlanan ve kodlanmayan RNA’larin tiimiinde en yaygin modifikasyon N6-
metiladenosin  (M6A) modifikasyonudur (Gillette ve Hill, 2015). N6-m6A RNA
modifikasyonunun kodlanmasinda, m; metilasyonu, A; RNA’daki adenin niikleotinin, N6
ise Adenin niikleotininin altinci pozisyondaki azot atomunu(N) temsil etmektedir,
dolayisiyla m6A RNA modfikasyonu; RNA’daki adenin niikleotitinin 6. Pozisyondaki N
atomunun metillenmesini ifade etmektedir (Zhou, Kong, Fan, Tao ve Zhu, 2020).
RNA’da meydana gelen m6A modifikasyonu RNA nin stabilitesini, translasyonunu ve
splicing gibi prosesleri etkiledigi ve bununla birlikte ¢esitli hastaliklarda kritik rol aldig1
bildirilmistir (Paramasivam, Vijayashre, Priyadharsini ve Raghunandhakumar, 2020).



2.2.2. m5C Modifikiasyonu

M5C modifikasyonu hem DNA hem de RNA molekilinde meydana
gelebilmektedir. Bu modifikasyonda, niikleik asit dizininde bulunan sitozin niikletotinin
© 5. Pozisyonda bulunan karbon atomuna metil grubunun aktarilmasi ger¢eklesmektedir
(Xie, S, Chen, W, Chen ve Yan, 2020). M5C modifikasyonu, hicre iginde
transkripsiyonun baglatilmasi, splicing, bir genin susturulmasi ya da ekspresyon
seviyesinin arttirilmasi gibi kritik stireglerde kilit rol oynamaktadir. M5C modifikasyonu
kanser hiicresinin agresifligi, invazyonu ve proliferasyonu ile iligkilendirilmistir (He, Yu,
Zhang ve Guo, 2021). Literatirde, m5C modifikasyon regulator genlerinin mutasyona
ugramasi, ¢esitli kanserlere iliskilendirilmistir (Nombela, Miguel-Lopez ve Blanco, 2021,
Q.,Zhang, Liu, Chen ve B, Zhang, 2021; Xiang, Ma, Shen ve Xiao, 2020).

2.2.3. m1A Modifikasyonu

M1A modifikasyonu, nikleik asit dizininde yer alan herhangi bir adenin
niikleititinin (A) birinci pozisyonunda yer alan azot atomuna metil grubunun baglanmasi
ile gerceklesmektedir. M1A modifikasyonlart RNA ve protein etkilesimleri, RNA
molekiiliiniin katlanmalar1 ve ikincil yapilarina doniisiimii ile iligskilendirilmistir (Xie, S,
Chen, W, Chen ve Yan, 2020). Bununla beraber, kanser ¢alismalarinda m6A ve m5C
modifikasonlarina ek olarak m1A modifikasyonun da kanser hiicrelerinin davranislarinin
degisiminde biiylik 6nem tasidigi ve hiicrenin daha ¢ok bazal gorevlerinde kritik rol
oynadig bildirilmistir (Kennecke, Yu, Gil ve Woods, 2014; Y, Zhao, Q, Zhao, Kaboli ve
Xiao, 2019; Zheng, Yu, Zhang, He ve Guo, 2021).

2.2.4. m6A, m5C ve m1A Modifikasyon Regulatorleri

Daha 6nceki ¢alismalarda da agiklandigi gibi (Malvi, Wang, Shah ve Gupta, 2019)
m6A, m5C ve m1A yolaklarindaki diizenleyiciler yazar, okuyucu ve silgi olarak 3
kategoride siniflandirilmistir. M6A yolu i¢in, VIRMA, METTL14, METTL3, METTLA4,
RBM15, RBM15B, WTAP yazar, DGCRS8, EIF3A, EIF3B, ELAVL1, HNRNPA2B1,
HNRNPC, SFRS2, YTHDC1, YTHDC2, YTHDF1, YTHDF2, YTHDF3 ve okuyucu ve
ALKBH5 ve FTO, silgi genleridir. m5C yolunda, yazarlar DNMT1A, DNMT3A,
DNMT3B, DNMT3L, NOP2, NSUN2, NSUN3, NSUN4, NSUN5 ve TRDMTI,



okuyucular MECP2 ve UHRF1 ve silgiler TET1, TET2 ve TET3 genleridir. m1A
yolunda, HSD17B10, PRORP, TRMT10C, TRMT6 ve TRMT61B yazici ile ALKBH1
ve ALKBH?2 silgi regulatorlerinden olusur.

2.3. GBM ve Epitranskriptom Calismalari

Heterojen yapida olan ve agresif bir siire¢ izleyen GBM’in mekanaizmasi,
immunolojik, patolojik, genetik, metabolik ve epigenetik gibi farkli alanlarda
aydinlatilmaya calisilmistir (Indraccolo, Lombardi, Fassan ve Zagonel, 2019, Nefte,
Laffy, Filbin ve Suva, 2019). Son zamanlarin trend konu basliklar1 arasinda bulunan RNA
tabanli arastirmalar, kanser ile miicadele icin yeni, etkili ve {imit vaat eden bir ¢alisma
alan1 olarak goriilmektedir. Kanser biyolojisi arastirmalarinda da epitranskriptom
perspektifi olduk¢a ragbet gormekte ve RNA’lar ile kanser arasindaki iliski giin 1s181na
cikartilmaya calisilmaktadir (Cheng, He, Wang ve Wei, 2019).

Cesitli kanserler tizerine gergeklestirilen caligmalar siklikla m6A modifikasyonu
Uzerine olsa da yakin zamanli ¢alismalar m5C ve m1A modifikasyonlarinin da olduk¢a
onem arz ettigini ve kanser ile yakindan iligkili olabilecegine dair hipotezleri
vurgulamaktadir (Wu, Chen, Liu ve Zhou, 2021).

RNA’da meydana gelen m6A modifikasyonu RNA nin kararliligini, okunmasini,
islenmesini etkilemektedir. Gergeklestirilen ¢alismalar, m6A modifikasyonunun, hicre
homeostazinda, tiimorogenezde, kok hiicrelerin aktivitesinde ve néronal faaliyetlerde rol
oynadigimi gostermektedir (Dong ve Cui, 2020). GBM’de m6A momdifikasyonu tizerine
yiriitillen bir ¢alisma, m6A modifikasyon regiilatérlerinden METTL3 ve METTL14
genlerinin disiik ekspresyon seviyelerinin, glioblastoma kok hucrelerinin kendini
yenileme kapasitelerini arttirdigini ve boliinmelerini tegvik ettigini, ayn1 zamanda timor
olusumunu hizlandirdigini tespit etmistir (Cui, I, Shi, Ye, Li ve Y, Shi, 2017). Yine GBM
ve m6A modifikasyonu iizerine gergeklestirilen baska bir ¢calisma, m6A modifikasyon
regulator tyelerinden biri olan HNRNPC geninin ylksek ekspresyon seviyesinin hayatta
kalma orani ile iliskisi oldugunu bununla beraber GBM kok hicrelerinde timdrogenez ve
proliferasyon gibi kritik sureclerde rol iistlendigini belirtmistir. Calismaya gore, GBM
vakalarinda, HNRNPC geninin ekspresyon seviyesi ile vakanin hayatta kalma orani
arasinda pozitif bir korelasyon oldugu savunulmustur (Wang, Chen, Shen, Li, ve Lv,
2020).



Kanser Genom Atlasi (TCGA) veri tabanindan 33 farkli kanserin verileri
kullanilarak, m5C modifikasyonunun farkli kanserler iizerinde etkisinin incelendigi bir
calismada, m5C modifikasyon regiilatér genlerinin, kanser hiicrelerinin agresif
davraniglarinda, proliferasyonlarinda ve prognozunda Onemli Ol¢iide etkili oldugu
goriilmiistiir. GBM ve LGG dahil olmak iizere gesitli kanserlerde m5C regiilatorlerinden
DNMT3A, DNMT3B, DNMT1 ve ALYREF genlerinin ylksek ekspresyon seviyelerinin
kotii prognoz ile yakindan ilisikli oldugunu, bu genlerin kot prognoz seyri tahminlerinde
belirteg olarak kullanilabilecegini vurgulamistir (He, Yu, Zhang ve Guo, 2021). M5C
modifikasyonu lizerine gergeklestirilen farkli bir ¢alisma ise, m5C modifikasyonunda
gorevli olan genlerin gliomalarda, kemoterapi ilaglarindan biri olan temozolomide (TMZ)

direnci ile iliskisi oldugunu belirtmistir (Ramaiah, Naushad, Manyam ve Kutala, 2021).

M6A ve m5C modifikasyonlarinin yani sira m1A modifikasyonun da kanser
caligmalarina konu oldugu epitranskriptom ¢alismalar1 gittik¢e artmaktadir (Konno,
Taniguch ve Ishii, 2019). Epitranskriptomun 6nemi iizerine yapilan bir ¢alismada m1A
modifikasyonunda gorevli olan FTO geninin m6A modifikasyonunda demetilasyon
gerceklestirebildigini ve etkinligini degistirebildigi belirtmistir. Ek olarak FTO geninin
farkli hiicre tiplerinde farkli seviyelerde goriildiigli ve RNA substratlariyla etkilesime
girdigi vurgulanmistir (Wei, Liu, Lu, Fei, Ai ve He, 2018). Glioma hicrelerinin
davraniglarin1 konu alan bir ¢aligma ise, m1A modifikasyon regiilatérlerinde gorilen
diizensiz seviyelerinin, glioma hiicrelerinde malign davraniglari tetikledigini not etmistir.
Ayn1 zamanda m1A modifikasyon regiilatorlerinden biri olan TRMT6 geninin hiicrede
NOTCH, PISK-AKT ve MTORCL1 gibi farkli sinyal yolaklarini etkileyip glioma
hucrelerinin invazyonunu ve malignitesini arttirdig1 goriilmiistiir (B, Wang, Niu, Z, Wang
ve Zhao, 2021). M1A modifikasyonunun Onemini arastiran bir baska g¢alisma, m1A
modifikasyonunun glioma hiicrelerinde tiimor malignitesinde onemli rol iistlendigini
belirtmistir. Ek olarak, m1A modifikasyonunda gorev alan genlerin diizensizlikleri ise
glioma hastalarinin hayatta kalma orani arasinda pozitif korelasyon goriildiigiinii not
etmistir (Sun, Gong, Shang, Chen ve Hu, 2021).

M6A, m5C ve m1A modifikasyon mekanizmalarinin GBM ve farkli kanserlerde
malignite, proliferasyon ve invazyon gibi kritik siireglerde kilit noktasi olabilecegini
gosteren ¢aligmalarin artmasi, yeni ilag tedavileri i¢in umut 15181 olmaktadir. Dolayisiyla,

epitranskriptom ve kanserin oldukga gucli bir iligkisinin oldugunu ve yeni kanser tedavi



yontemlerinin gelistirilmesinde epitranskriptom perspektifinin kullanilma potansiyelinin

giiclii oldugunu gostermektedir (Konno, Taniguch ve Ishii, 2019).

2.4. Biyoinformatik

Bilim diinyasinin gelismesi, bir 6nceki ¢alismalarin kaldig1 yerden devam edip
farkli bakis acilar1 ve yontemler ile yeni kesiflerin ilizerine eklenmesi ile saglanir. Bir
diger sdylem ile bilginin kiimiilatif ilerlemesi ile gelisir. Giiniimiiz yeni nesil teknolojileri
araciligiyla biyoloji, fizik ve kimya gibi temel bilimleri ile bilgisayarlarin giiciinii ve
hizim1 birlestiren ayn1 zamanda son donemlerde oldukca basvurulan “biyoinformatik”
olarak isimlendirilen bir alan tanimlanmistir (Huerta, Downing, Haseltine, Seto ve Liu,
2000).

Genom verilerini kullanmak ve depolamak, ilag gelistirmek, molekiiller arasi
etkilesimleri tespit etmek, sekans dizilimlerini tespit etmek, verileri gorsellestirmek,
yuksek boyutlu verilere daha kolay ve hizli ulasip, isleyebilmek igin birgok
biyoinformatik araglar kullanmaktadir (Baxevanis ve Bateman, 2015). Bu islemlerin
gergeklestirilmesi i¢in Phyton, Docker, Ubuntu, R gibi farkli veri bilimi tabanli araglar
gelistirilmistir (Pittard ve Li, 2020). Ayni zamanda, biiyiik boyutlu verilerin depolanmasi
ve kolayca erisim saglanmasi icin DNA, RNA, protein, kanser, fenotip ve genom gibi
birgok farkli alanlar i¢in olusturulan veri tabanlar1 bulunmaktadir (Herbert, Spirollari,
Wang, Piel, Westbrook ve Wu, 2007). Kanser i¢in olusturulan TCGA, CCGA, ICGC,
CGP, COSMIC, cBioportal ve NCDB gibi veri tabanlari, farkli kanser tiirlerinin klinik,
patolojik, transkriptomik ve etnik koken bilgileri gibi genis bilgileri sunmaktadir
(Pavlopoulou, Spandidos ve Michalopoulos, 2015).

2.4.1. TCGA Veri Tabam

Kanser Genom Atlasi’nin kisaltmasi olan TCGA veri tabani, halka agik erisim
saglayan ve bir¢ok kanser tiirliniin genis yelpazede profillerini barindiran, temelde kanser
atlasinin olusturulmasi i¢in organize edilen bir veri tabanidir. Arastirmanin ¢esidine baglh
olarak bireysel ya da kohort olarak kanserin genom ¢apinda bilgisini sunmakla beraber,
vakanin klinik bilgilerini de igermektedir (Tomczak, Czerwinska ve Wiznerowicz, 2015).

Ek olarak pan-cancer adi altindaki veriler, bireysel kanser tiirline 6zgl bilgileri
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sunmaktadir. Bu durumum bilim insanlarina kanser tiirleri arasindaki farkliliklarin daha
kolay karsilastirilmasi avantajini sunar. Ayrica, kanser tiirlerinde genomik diizey ile
hlcresel dizeyde meydana gelebilecek benzerlikler ve ayirimlar hakkinda genis 6lgekli

verileri barindirir (Weinstein, Collisson, Mills, Shaw ve Stuart, 2013).

2.4.2 cBioportal Veri Tabam

TCGA ve ICGC gibi biiytk o6lgekli veri tabanlar1 farkli kanser tiirleri ile ilgili
sayisiz ve biiyiikk boyutlarda veri iiretmekte ve depolamaktadir. Ancak bu verileri
isleyebilmek, gorsellestirebilmek ya da kiimeleyebilmek icin yeterli araclara sahip
degildir. Memorial Sloan Kettering Kanser Merkezi tarafindan gelistirilen cBioportal veri
tabani, bilim insanlar1 i¢in veri hesaplamalari, gorsellestirmeleri ve cesitli analizleri
analitik araglar yardimi ile gergeklestirebilen, halka agik erisim saglayan bir web
uygulama platformudur Cerami, Gao, Dogrusoz, Gross, Sumer, Aksoy ve Schultz, 2012).
13.000’den fazla tiimér Ornegini igeren cBioportal veri tabani gilinden giine
zenginlesmekte ve farkli analizleri biinyesine eklemektedir. cBioportal veri tabani,
metilasyon profili, mRNA ekspresyon seviyesi, co-ekspresyon analizi, mutasyon
frekanslar1 ve tipleri gibi bir c¢ok alanda bilgi barindirir, gorsellestirir ve cesitli
karsilastirmali analizler sunar. Ek olarak, istenilen verilerin indirilmesine olanak tanir

(Gao, Aksoy, Dogrusoz, Dresdner Gross, Sumer ve Schultz, 2013).

2.4.3. R ve RStudio

R, ticretsiz erisim saglayan bir programlama dilidir. Kendine ait 6zel ortam1 ve bu
ortamda kullanilmaya uygun kodlar1 igeren paketler bulunmaktadir. Bilimsel
arastirmalarda, veri biliminde, hesaplamali analizlerde, biyoinformatik ve istatistik
alanlarda oldukga popiiler olarak kullanilan bir programlama dilidir. Yiksek boyutlu
verilerin islenmesi, analiz edilmesi, filtrelenmesi gibi islemleri hizl bir sekilde ve diisiik
hata orani ile gerceklestirir. Buna ek olarak RStudio ise R’in IDE’sidir ve desktopta
goriintir. RStudio veriler ile islemlere ek olarak, verilen gorsellestirilmesinde kolaylik

saglar (Gentleman, 2008, Peng, 2016; Kronthaler ve Z6llner, 2021).
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2.5.Bioinformatik Calismalarin Onemi

Biyoinformatik araclar, biyolojik verileri organize eden, depolayan, isleyen ve
paylasabilen tiim platformlar1 igermektedir. Bu platformlar kullanicilarina, yiiksek
boyutlu verilerin kolay bir sekilde islenmesine imkan tanir. Ayn1 zamanda manuel
yapilacak olan islemlere gore vakitten ve maddi agidan kazang saglar (Attwood ve Miller,
2002; Singh, 2016ElIsworth ve Manolio, 1999).

Hesaplamali algoritmalarin ve yazilim araglariin gelistirilmesi, ardindan
uygulamaya gecilmesi, oncelikle tarim ve ila¢ sektorlerine hizmet etmek amaciyla
biyolojik slreclerin anlasilmasini kolaylastirmaktadir. Ayrica, farmakoloji ve toksikoloji
calismalarinda, ilacin molekiiler yapist ile hiicrenin davranigt arasindaki iligkiyi
tahminlere dayali olarak hesaplayan biyoinformatik araclar sayesinde, hayvanlar iizerinde
yapilacak olan deneylerin azaltilmasina katkida bulunmaktadir (Feasel, 2017).

Bilim insanlar1 igin, milyarlarca niikleotidlerden olusan DNA’nin diziliminin
belirlenmesi, mutasyonlarin secilmesi ve c¢esitli analizlerin  gergeklestirilip
gorsellestirilebilmesi vakit, kolaylik ve siireklilik agisindan oldukg¢a avantajli olmaktadir.
Son yillarda in siliko c¢aligmalarin artmasi ile birlikte, farkli bilim insanlarnin
deneylerinin sonucunda elde ettikleri veriler kullanilarak bilgisayar ortaminda
karsilastirmali analizler yardimiyla degerlendirip, ¢esitli hastaliklar i¢in ilag tahminleri
yapilabilmektedir (Wishart, 2005). Bu durum, diinya genelindeki farkli verilere kolayca
ulasim imkan1 saglamakla beraber boyut biiylikliigli olan verilerin yiiksek hiz ve diistik

yanlig orani ile analiz edilmesine olanak tanir (Manisekhar, Siddesh ve Manvi, 2020).
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3. YONTEM

3.1. Arastirma Modeli

Bu c¢alisma, GBM’in agresif dogasinin epitranskriptom perspektifinden
aydinlatilmas1 adina daha naif bir glioma tiirii olan LGG ile karsilastirilmasi1 amaglanarak,
cesitli biyoinformatik araglar ve farkli analizlerden yararlanilarak in siliko arastirma

modeli uygulandi.

3.2. Arastirma Materyali

Calismanin ilk basamaginda, cBioportal veritabaninda halka agik erisim saglanan
5 farkli glioma g¢alismalarinin kullanilmasi ile 3234 hastadan alinan 3144 drnek secilerek,
m6A, m5C ve mlA yolak regilatér genlerinin glioma vakalarinda meydana gelen
mutasyon tipleri ve mutasyon frekans analizi cBioportal veri tabanindan faydalanilarak

gerceklestirildi.

Deneyde secilen S farkh glioma calismasi:
e Beyin Diisiik Dereceli Glioma (TCGA, pan-cancer)
e Glioma (MSKCC, Clin Cancer Res 2019)
e GBM ve LGG’nin birlestirilmis Kohort Calismas1 (TCGA, cell,2016)
e Anaplastic Oligodendroglioma ve Anaplastic Oligoastrotoma (MSKCC, Neuro
Oncol 2017)

e Glioblastoma multiforme (TCGA pan-cancer)

Calismanin ikinci basamaginda aragtirmaya GBM ve LGG TCGA, pan-cancer
calismalari segilerek devam edildi. GBM ve LGG pan-cancer ¢alismalarinin, m6A, m5C
ve m1A genlerinin RNAseq ve klinik verileri RTCGA paketi kullanilarak R ortamina
aktarilmasi saglandi. GBM vakalarindan 166 RNAseq ve LGG vakalarindan 530 RNAseq
verileri olarak totalde 696 RNAseq verisi ve her birinin klinik verisi ekstrakte edilerek

calisma gerceklestirildi.
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3.3. Veri Toplama Araglari

Arastirma kapsaminda kullanilan glioma verilerinin mutasyon frekans analizi ve
transkriptomik data eldesi cBioportal veri tabanindan yararlanilarak gergeklestirildi
(Cerami, Gao, Dogrusoz, Gross, Sumer, Aksoy, Jacobsen ve Schultz, 2012). Klinik
veriler ve RNAseq verileri RTCGA paketleri ile RStudio ortamindan elde edilmistir
(Kosinski ve Biecek, 2021). Diferansiyel ekspresyon analizi ile GBM ve LGG vakalari
arasinda istatistiksel olarak anlamli ekspresyon seviyesine sahip m6A, m5C ve m1A
yolak regulatorlerinin secilmesi, hayatta kalma analizi ile m6A, m5C ve m1A yolak
regllatorlerinin GBM ve LGG vakalarinda daha uzun yasam siiresi ile iliskisinin
belirlenmesi, PCA analizi ile m6A, m5C ve mlA regulatorlerinin GBM ve LGG
vakalarindaki dagiliminin agiklanmasi, GO, KEGG ve GSEA zenginlestirme analizleri
ile m6A, m5C ve m1A regulatorlerinin hiicre igerisinde etkiledigi yolaklarin belirlenmesi,
ROC analizi ile m6A, m5C ve m1A regilatérlerinin GBM ve LGG icin biyobelirtec

olarak kullanilma potansiyeli analiz edildi.

Mutasyon Frekans Analizi

5 farkli glioma ¢aligmasindan 3234 hastadan alinan 3144 grnegin mutasyon tipleri
ve degisen frekanslarinin ¢ubuk grafikleri cBioportal veri tabanindan online olarak
“Cancer Types Summary” sekmesi kullanilarak olusturuldu. “OncoPrint” sekmesi
kullanilarak m6a, m5c, mla yolaklarindaki regiilator genlerinin mutasyon yuzdeleri ve

mRNA seviyelerindeki degisimleri dahil olarak ek bilgilerle farklar1 6zetlendi.

Transkriptom Verileri Eldesi

Transkriptomik veriler, cBioportal veri tabanindan Glioblastoma Multiforme
TCGA, pan-cancer ve Beyin diisiik dereceli glioma TCGA, pan-cancer ¢aligmalarinin
tim numuneleri log RNA Seq V2 RSEM gdre mRNA ekspresyonu z-skorlari ile
toplanmistir (Gao, Aksoy, Dogrusoz, Dresdner, Gross, Sumer, Sun, Jacobsen ve Schultz,
2013). GBM ve LGG verileri, m6A, m5C ve mlA yolaklar1 i¢in degistirilmis ve
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degistirilmemis olarak gruplandirildi. Her transkriptomik yolak icin bir veya daha fazla
gende mutasyona sahip verileri igeren grup degistirilmis grubu temsil ederken,
degistirilmemis grup, mutasyon olmayan veri érneklerinden olacak sekilde ayirildi. Log
Ratio ve p degerleri degerlerinin bulundugu genlerin listesi degistirilmis ve

degistirilmemis gruplar i¢in cBioPortal’dan indirildi.

RNAseq ve Klinik Verilerin Eldesi

“RTCGA” paketleri kullanilarak GBM ve LGG pan-cancer verilerin R ortamina
aktarilmistir (Kosinski ve Biecek, 2021).

Ekspresyon Seviyelerinin Istatistiksel Olarak Incelenmesi

LGG ve GBM hastalar1 arasindaki genlerin RNA ekspresyon seviyelerini
karsilagtirmak i¢in TCGA'dan alinan 166 GBM ve 530 LGG verilerinin istatistiksel
olarak anlamliligini test etmek icin “rstatix” paketi kullanilarak wilcox test R veri
tabaninda analiz edildi (Kassambara, 2020). Ardindan “ggplot2” paketi ile gorsellestirildi
(H, Wickham, Chang ve M, Wickham, 2016).

Diferansiyel Ekspresyon Analizi

Diferansiyel farkin analiz edilmesi i¢in birden farkli analiz gelistirilmistir
(Robinson, McCarthy ve Smyth, 2010, Soneson ve Delorenzi, 2013). Bu ¢alismada,
uygulamasi1 daha kolay ve nispeten daha giivenilir sonuglara dayanmasi agisindan
“LIMMA” analizi kullanildi1 (Ritchie, Phipson, Wu, Hu, Law , Shi ve Smyth, 2015).
M6A, m5C ve mlAepitranskriptom yolaginda(mé6a, m5c,mla) ilgilendigimiz genlerin
diferansiyel olarak farkli eksprese edilenleri saptamak i¢in RTCGA’dan eksrakte e dilen
rna-seq verileri limma paketi kullanilarak R dilinde analiz edildi. Analiz sonucunda

logFC >= 0.6 esigi gecen genler differansiyel olarak anlamli olarak kabul edildi.
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Genel Hayatta Kalma Analizi

R ortaminda “Survival” ve “Survminer” R paketleri, Kaplan-Meier tahmin
modeline dayali olarak GBM ve LGG Orneklerinin genel hayatta kalma analizi igin
kullanild1 (Kassambara, Kosinski, Biecek ve Fabian, 2017). M6A, m5C ve 1mA
yolaklarinda her bir gen igin yiiksek veya diisiik ekspresyon gruplamasi medyan
ekspresyon degeri dikkate alinarak belirlendi. Her gen i¢in, ifade degerlerinin hayatta
kalma siiresi ve durumu ile korelasyonuna dayali olarak bir p degeri hesaplandi. p degeri

<0.05 olan genler, hayatta kalma egrileri sematize edildi.

PCA Analizi

Epitranskriptomik yolaklarin gen ekspresyon seviyesinin GBM ve LGG
arasindaki ayirma giicilinii test etmek i¢in R ortaminda “stats” paketi kullanilarak Temel
Bilesen Analizi (PCA) uygulandi (R, Team, M, Team, Suggests ve Matrix,, 2018).
Epitranskriptomik yollar, GBM ve LGG veri kimelerinin 6rneklerinin uzamsal
dagilimini gostermek i¢in ayr1 ayr1 veya birlikte kullanildi. Sonuglar1 gorsellestirmek i¢in

R'deki “Ggfortify” paketinden yararlanildi (Tang, Horikoshi ve Li, 2016).

Zenginlestirme Analizleri

Gen seti zenginlestirme analizi (GSEA), cBioportal'dan indirilen transkriptomik
veri setini filtrelemek igin bir p-degeri <0.05 olan veriler segildikten sonra filtrelenmis
genlerle ClusterProfiler paketi kullanilarak R dilinde yapildi (Wu, Hu, Xu, Chen, Guo,
Dai, Feng, Zhou ve Yu, 2021). Analizler, nPerm 10000, minGSSize 20, maxGSSize 800,
pvalueCutoff = 0.05, qvalueCutoff = 0.2 ve yanhs kesif oram1 (FDR) olarak
pAdjustmethod segilerek tiim ontolojik terimleri bulmak icin ¢alistirildi.

Daha sonra, gen ontolojisi (GO) ve genlerin ve genomlarin kyoto ansiklopedisi
(KEGG) analizleri, GSEA da transkriptomik veri setine uygulanan ilk filtrelemeye ek
olarak “Log Ratio> 0.6 esik degeri uygulanarak bir veri seti olusturuldu. Ardindan GO
ve KEGG analizleri i¢in R ortaminda clusterProfiler paketi kullanildi (Yu, Wang ve Han,
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2012). Her iki analiz icin ayarlanan parametreler; pvalueCutoff = 0.05, pAdjustMethod =
"fdr", gqvalueCutoff = 0.2, minGSSize = 10, maxGSSize = 500 olarak ayarlandi. Analiz
sonucunda p degeri <0.05 olan yolaklar ve GO terimleri istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi. Elde edilen sonuglar, R ortaminda ggplot2 paketi kullanilarak nokta grafigi ve
barplot sekillerinde sunuldu (H, Wickham, Chang ve M, Wickham, 2016).

ROC Analizi

Aday biyobelirte¢ olarak vurgulanan genlerin GBM ve LGG igin tanisal degere
sahip olup olmadigini test etmek amaciyla, dogrulugunu saptamak i¢in duyarlilik ve
ozgiilliik olgiitleri kullamlarak her bir gen i¢in Alict Islem Karakteristigi (ROC) egrisi
olusturulmustur. ROC egrisi analizi, R dilinin pROC paketi kullanilarak yapildi (Robin,
Turck, Hainard, Tiberti, Lisacek, Sanchez ve Miiller, 2011). Sonug¢larin ROC egrisi
cizilerek AUC (ROC egrisi altinda kalan alan) degerleri belirlendi. AUC degeri 1 ila 0
arasinda degismekte, ilgili adayin duyarlilik ve 06zgiilliik kabiliyetinin 6l¢iisiini
belirtmektedir. AUC degeri 1’e ne kadar yakin ise adayin 6zgiinliigii ve duyarlilig
oldukga giivenilebilir anlamina gelmektedir (Hoo, Candlish ve Teare, 2017).

3.4. Veri Toplama Sureci

Calismada kullanilan biitlin veriler dijital ortamdan elde edilmistir. Calisma in
siliko olarak gergeklestirilip, cBioportal, R, RStudio ve RTCGA gibi biyoinformatik

tabanl platformlardan yararlanilarak gerceklestirildi.



3.5. Deneysel Kurgu
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Sekil 3.1. Calismanin akis diyagrami

3.6. istatistiksel Analiz

L4

Transkriptom verilerini
dedistirilmig ve

dedistirilmemig olarak ikiye

ayrnlmasi

A 4
GO, KEGG & GSEA

analizleri

Calismada, regulator genlerin GBM ve LGG vakalari arasindaki farkin

istatistiksel olarak tespiti i¢in R ortaminda “rstatix” paketinden faydalanilarak “Wilcoxon

Isaretli Sira testi” tabanli istatistiksel analiz gerceklestirildi. Wilcoxon isaretli sira testi,

iki Ornek arasindaki farki istatistiksel olarak ortaya koyan parametrik olmayan bir

istatistiksel analiz yontemidir. Hipotezleri test etmek i¢in de siklikla kullanilir (Woolson,

2007). Istatistik sonucu p degeri 0.05 ten kiigiik olan genler anlaml1 olarak kabul edildi.



18

3.7. Etik Onay

Yukarida belirtilen sebeplerden otiirii, bu tez ¢alismasinda etik onaya ihtiyac

duyulmamustir.

3.8. Arastirmanin Smirhhklar

Glioma bir beyin kanseri tiirii oldugundan ve glioma hastalarinin tiimiinden beyin
doku Ornegi alinamamasindan kaynakli olarak verilerin az olmasi arastirmanin
smirhiliklart igerindedir. Ornek sayilarinin fazla olmasi sonuglarin giivenilirliklerini
artirarak standart sapmasimi diisiiriir. Arastirmaya dahil edilen, 166 GBM, 530 LGG

verileri diger kanser vakalarina gore nispeten daha diisiik sayida veriyi kapsamaktadir.
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BULGULAR

Biriken bulgular, hiicresel sureclerde ve kanser patolojisinde epitranskriptome
yollarinin, 6zellikle m6A'nin 6nemli islevlerini vurgulamaktadir. Son ¢alismalar, m5c ve
mla modifikasyonlarmin homeostaz ve hastalik gelisiminde de kritik roller oynadigini
ortaya koymustur. Epitranscriptome yolaklarimin kanser prognozu ile iliskisini
anlamlandirmak {izere, merkezi sinir sisteminin malignitesinin %81'ini olusturan
gliomlar, beyin tumorleri odaklanmak igin uygun tumor tipleridir. GBM'nin
epitranskriptom perspektifinden LGG ile karsilastirilmasinin GBM'nin bu karmasik ve

agresif dogasinin altinda yatan mekanizmaya 151k tutabilecegini varsaydik.

4.1. GBM ve LGG'de m6A m5C ve m1A Regulatorlerinin Mutasyon Profili

Epitranskriptom modifikasyonlarindan m6A modifikasyonunun, RNA’da en sik
goriilen modifikasyon oldugu bilinmekle beraber kanserde mo6a ile birlikte m5c ve mla
modifikasyonlarinin da kritik ve 6nemli bir rol stlendikleri yapilan ¢aligmalarla giin
yliziine c¢ikarilmaya basladigi, yukarida daha oOnce bahsedilmisti. Bu yolaklardaki
regulatorler yazicy, silici ve okuyucu olarak 3 kategoriye ayrildi. m6A yolundaki genler
su sekilde simmiflandirildi: yazarlar: VIRMA, METTL14, METTL3, METTL4, RBM15,
RBM15B, WTAP, okuyucular: DGCRS8, EIF3A, EIF3B, ELAVL1, HNRNPAZ2B1,
HNRNPC, SFRS2, YDFTHDC1, YTHDC2DC, YTHDF1, YTHDC2DC1, YTHDF , ve
siliciler: FTO olarak ALKBHS5. m5C yolaginda; yazarlar: DNMT1A, DNMT3A,
DNMT3B, DNMT3L, NOP2, NSUN2, NSUN3, NSUN4, NSUN5, TRDMTI,
okuyucular: MECP2, UHRFL1, siliciler: TET1, TET2 ve TET3, m1A yolu genlerinde,
yazarlar: HSD17B10, PRORP, TRMT10C, TRMT6, TRMT61B, siliciler: ALKBH1 ve
ALKBH2 seklinde siniflandirildi. Bu dogrultuda ilk olarak, cBioPortal veri tabaninin
“oncoprint” sekmesi kullanilarak, 5 farkli glioma ¢alismasinin igerdigi toplamda 3144
ornek ile m6A, m5C ve m1A regulatorlerinin detayli mutasyon tiplerini ve frekanslarinin
dagilimin1 gosteren oncoprintler olusturuldu. Genel olarak karsilastirildiginda, m5C
(%11) ve m6A (%8) yolak regilatorlerinin, m1A (%2) yolak regilatérlerinden daha
yiiksek mutasyon sikligina sahip oldugu gozlemlendi. m6A yolaginda nispeten yiiksek
genetik degisim gosteren genler EIF3B, ELAVLI1 ve EIF3A olarak karsimiza ¢ikti ve
oranlari sirastyla %1,4, %1,2 ve %1.1 idi. M5C yolaginda, gorece yiiksek oran sergileyen
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genler, NOP2'de %3, DNMT3A'de %1,9, DNMT3B'de%1,8 iken mlA yolaginda
HSD17B10 ve ALKBH2 genlerinde sirasiyla %0,9 ve %0.7 seklindeydi (Sekil4.1.1.).
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Ardindan, regulator genlerin, evre Il Diffiiz Glioma (DG), Diffliz Astrositom
(DA), Astrositom (ACT), Oligodenrdoglioma (OD) ve Oligoastrositom (OA), evre IlI
Anaplastik  Astrositom(AA), Anaplastik Oligodenroglioma (AO) ve evre IV
Glioblastoma Multiforme(GBM) gibi farkli glioma vakalarinda gergeklesen genetik
degisimler ve mutasyon frekans analizi, bar ¢ubuk grafigi seklinde cBioportal veri
tabaninda olusturuldu (Sekil 4.1.2.). Sekil 4.1.2.°de gorsellestirildigi Uzere, m6A
regulatorlerinden EIF3A ve RBM15B genlerinde siklikla deep delesyondan kaynaklanan
degisim gozlemlendi bununla birlikte ELAVL1, HNRNPA2B1, HNRNPC, SRSF2 ve
YTHDF3 genleri igin agirlikli olarak amplifikasyondan kaynakli mutasyonlar
gozlemlendi. m6A regiilatorlerinde en diisiik degisim gozlenen genler ise YTHDC2 ve
ALKBHS5’idi. m6A regiilator genlerinde gézlemlenen degisimlerin timu ele alindiginda
en sik, amplifikasyon, deep deleson ve mutasyon degisimleri sirasiyla %26,19, %16,49
ve%16,29 oranlarinda gozlemlendi (Sekil 4.1.2.A).

M5C regiilatorlerinde en yiiksek genetik degisim skorunu NOP2 geni %3 orani ile
gosterdi (Sekil 4.1.1.). Hemen arkasinda, DNMT3A ve DNMT1 genleri, sirasiyla %1,9
ve %1,8'lik bir skorla yiiksek degisim sergileyen m5C diizenleyicileri arasindaydi. Sekil
4.1.1. ve sekil 4.1.3. bir biitiin olarak ele alindiginda, m5C diizenleyicileri arasinda DNA
diizeyi varyasyonu en diisiik olan genlerin NSUN4 ve TET3 genleri oldugu gozlendi. Ek
olarak, NOP2, TRDMTI, MECP2 ve UHRFI genlerindeki degisikliklerin
amplifikasyondan, DNMT3A/B, TET1/2/3 genlerindeki degisikliklerin ise mutasyondan
kaynaklandig1 gozlendi (Sekil 4.1.2). m5C regulator genlerinde gorilen genetik
degisimlerin dagilimina bakildiginda, biraz daha fazla mutasyon olmakla beraber
mutasyon ve amfipikasyonun genel olarak gorildiigi not edildi (Sekil 4.1.2.B). M6A ve
m5C yolaklarma gore nispeten daha az genetik degisim gosteren mlA yolak
regulatorlerinde en yiksek oran %0,9 ile HSD17B10 geninde en diisiik oran %0,2 oran
ile ALKBH1 geninde gorildi. m1A regulatorlerinde gorilen genetik degisimlerin nedeni
sirastyla Once amplifikasyondan daha sonra deep delesyondan ve mutasyondan
kaynaklandigi gozlemlendi (Sekil 4.1.2.C). M6A, m5C ve mlA vyolak regilator
genlerinin  farkli gliomalarda gerceklesen genetik degisimleri genel olarak
degerlendirmek adina, yolaklar1 regiilatdrlerini birbirinden ayirmadan mutasyon frekans

analizi gerceklestirildi (Sekil 4.1.2.D).
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M6A, m5C ve mlA yolaklarindaki regilator genlerinde genel olarak DNA
seviyesinde degisime neden olan mutasyon, ampifikasyon, deep delesyon, yapisal
varyasyon ve birden c¢ok degisim gibi farkli tip degisimler gézlemlendi. Mutasyon
tiplerinin farkliligi kadar goriilme frekanslart da degisiklik gosterdi. Bir diger 6nem nokta
astrositom %?33.51oranla en ¢ok anaplastik astrositomun ise %5.03 oram ile, en az
alterasyonun goriildiigii glioma tiirii olarak gozlendi. Evre IV GBM ise %13,97’lik bir
oran ile besinci sirada yer alan glioma tiirti olur iken ilk dort siradaki glioma tiirleri evre

11 idi (Sekil 4.1.2.D).

Calismamiza, DNA seviyesinde meydana gelen degisimlere ek olarak mRNA’da
da meydana gelen degisimleri incelemek hedeflendi. Bu hedef dogrultusunda calismaya
sadece GBM ve LGG pan-cancer ¢alismalari dahil edildi. 166 GBM vakasinda ve 530
LGG vakasindan alinan 6rnekler ile toplamda 696 ornek ile ¢alismalara devam edildi.
cBioportal veri tabanindan faydalanarak 6nceki degisimlere ek olarak mRNA ekspresyon
seviyeleri analize dahil edildi. Dikkat gekici bir sekilde, nRNA ekspresyon seviyelerinde
degisim denkleme katildiginda, neredeyse ii¢ yolaktaki tiim genlerin alterasyon
frekansinin arttig1 goriildii. Bu genlerin arasinda ilk ve en dikkat ¢eken gen GBM
orneklerinde gostermis oldugu degeri ile m5C yolak regulator genlerinden DNMT3L
oldu. Diger mutasyonlara ek olarak mRNA seviyesinin olduk¢a azalmis oldugu goriildii

ve bu degisimin DNMT3L geninin skorunu %85’e ¢ikardigi gozlemlendi (Sekil 4.1.3.).
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4.2. m6A, m5C ve m1A Modifikasyon Regulatorlerinde Meydana Gelen Genetik
Degisikliklerle iliskilendirilen Yolaklar

Genetik degisiklik analizine dayanarak, mRNA seviyesindeki dikkate deger
degisikliklerin gliomalarin saldirganlig ile ilgili olabilecegini diisiinuldi. Bu hipotezi test
etmek icin GBM ve LGG veri setlerini yontem boliimiinde agiklandigi gibi her bir
epitranskriptom yolu igin degistirilmis ve degistirilmemis olarak iki gruba ayirdik.
Degistirilmis grupta incelenen yolun en az bir iiyesinde genetik degisiklik olan hastalarin
transkriptom verilerini dahil ettik. Degistirilmemis grup, arastirilan yolda genetik bir
degisiklik olmayan hastalarin transkriptom verilerinden olusturuldu. Degistirilmis ve
degistirilmemis gruplar arasinda farkli sekilde ifade edilen genler, cBioPortal veri
tabanindan alindi. m6A modifikasyonu i¢in cBioportal’dan alinan verilerin p degeri ve
kat degisim (FC) esikleri olmadan, GBM veri setinde 19.615 gen (degistirilmis gruplarda
8.453 ve degistirilmemis gruplarda 11.162) ve LGG veri setinde 20.035 gen
(degistirilmislerde 9.842 ve degistirilmemis gruplarda 10.193) icermekteydi. GBM veri
setinde m5C yolu i¢in degistirilmis 7.582 gen ve degistirilmemis gruplarda 11.684 gen,
LGG veri setinde ayni1 yol i¢in degistirilmis ve degistirilmemis gruplarda sirastyla 10.121
ve 9.922 gen tanimlandi. M1A yolaginda ise GBM veri setinde degistirilmis ve
degistirilmemis gen sayilar1 8.988 ve 10.499, LGG veri setinde, degistirilmis gruplarda
9.581 gen ve degistirilmemis gruplarda 10.432 gen idi. Indirilen transkriptom verilerinin
p degeri <0.05 ve [FC|> 1.5 degerleri ile filtrelenmesi sonucunda, GBM veri setinde m6A
yolu i¢in degistirilmis 28 gen ve degistirilmemis grupta 207 gen ve LGG veri seti igin
175 degistirilmis ve 550 degistirilmemis gruplarda yukari regiile edilmis genler olarak
belirlendi. GBM ve LGG veri kiimelerindeki m5C yolu igin filtrelenmis yukari regiile
edilmis genlerin sayisi su sekildeydi: sirasiyla 57 degistirilmis ve 374 degistirilmemis ve
84 degistirilmis ve 282 degistirilmemis. m1A yolu icin GBM veri setinde degistirilmis
olarak 65 ve degistirilmemis olarak 313 gen tespit edilirken, LGG veri kiimelerinde

degistirilmis 39 ve degistirilmemis 244 gen 6nemli yukari regiile edilmis olarak bulundu.

Daha sonra, her bir yol i¢in degistirilmis ve degistirilmemis gruplardaki yukari
regiile edilmis genler GO biyolojik proses (BP) teriminin ve KEGG yollarinin
zenginlestirilmesi  gerceklestirildi. M6A modifikasyonunun GBM  vakalarinda,

morfogenez, gelisme, farklilasma ve transsinaptik sinyallesme ile ilgili BP'ler
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degistirilmis grupta zenginlesirken, hiicre-hiicre yapismasi, nérotransmiter tasinmasi,
noral oncii hiicre proliferasyonu ve aksonogenez ile ilgili BP terimleri degismemis grupta
zenginlestigi goriildi (Sekil 4.2.1.A). M6A yolagmin LGG veri setinde ise, embriyonik
iskelet gelisimi/morfogenezi, 6n/arka patern spesifikasyonu ve embriyonik uzuv/apendaj
morfogenezi ile ilgili BP'ler degistirilmis grupta zenginlestirilirken, degistirilmemis grup
icin membran potansiyeli regilasyonu, kimyasal sinaptik iletim/sinyalleme modulasyonu

ve norotransmiter tasima/salgilama terimlerinin zenginlestigi tespit edildi (Sekil 4.2.1B).

LGG veri setinde degistirilmis ve degistirilmemis m5C modifikasyon gruplari igin
benzer BP terimleri zenginlestigi gdzlemlendi. Ote yandan, GBM veri setindeki
degistirilmis m5C grubundaki zenginlestirilen terimler, DNA replikasyonu, mitotik hiicre
dongust, G1/S faz gegisi, ¢ift sarmal kopma onarimi ve notokord gelisimi olarak ortaya
cikt1 (Sekil 4.2.1A). GBM vakalarinda m5C modifikasyonunun degistirilmemis grubunun
BP zenginlestirme sonuglari, hiicre dis1 matris organizasyonunu, notrofil aktivasyonunu

iceren bagisiklik tepkisini ve 16kosit gocii terimlerini vurguladi (Sekil 4.2.1A).

Ayrica GBM veri seti i¢in, MIA yolunun degistirilmis grubunda, viral
transkripsiyon, translasyon baslatma, rRNA isleme ve ribozomal alt birim biyogenez BP
terimlerinin zenginlestigi goruldi. Degistirilmemis gruptakiler ise kimyasal sinaptik
iletimi, sinaptik sinyallesmeyi, ECM organizasyonu, sinaps organizasyonu, glutamat
reseptOrii sinyal yolunu ve akson rehberligini BP’lerini icermekteydi (Sekil 4.2.1.A).
M1A yolaginin LGG veri setindeki degistirilmis grup i¢in zenginlestirilmis terimler, bag
dokusu/kikirdak gelisimi, beslenme davranisi, hiicre farklilasmasi, ECM organizasyonu,
DNA baglanmasinin negatif diizenlenmesi iken endopeptidaz aktivitesi ve hlicre adezyon
molekdlleri, morfogenez, bilis, vazokonstriksiyon ve embriyonik regiilasyonu BP’leri

degistirilmemis grupta gozlemlendi (Sekil 4.2.1.B).
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GBM ve LGG icin epitranskriptom yollarindaki genetik degisikliklerden
etkilenen sureci daha detayli incelemek adina her yol i¢in KEGG analizi yapildi (Sekil
4.2.2). Kiigiik akciger kanseri, GBM veri setindeki degistirilmis m6A diizenleyici grubu
icin tek zenginlestirilmis yol oldugu goriildii. Buna karsin, degistirilmemis grupta PD-L1
ekspresyonu ve noroaktivit ligand-reseptor etkilesim yollar1 dikkat ¢ekti. Sistematik
lupus eritematdz, alkolizm ve nodtrofil hiicre disi tuzak olusumu gibi ¢esitli
zenginlestirilmis yollar, GBM veri setindeki degistirilmis m5C ve m1A yolak gruplar
arasinda benzer olarak tespit edildi (Sekil 4.2.2.A). Ek olarak, GBM veri setinde sitokin-
sitokin reseptorii, hematopoietik hiicre soyu, sitma ve TNF/IL-17/JAK-STAT/AGE-
RAGE sinyal yollari, degistirilmemis m5C modifikasyon grubu igin zenginlestigi
gorildid. mlA modifikasyonunun degistirilmemis grubu icin ise, ECM reseptor
etkilesimi, aldosteron sentezi/salgilamasi, glutamaterjik/GABAerjik sinaps ve

kalsiyum/oksitosin sinyali terimlerinin zenginlestigi not edildi (Sekil 4.2.2A).

LGG ornekleri i¢in, kanserde transkripsiyonel yanlis diizenleme, protein sindirimi
ve absorpsiyonu, T-hiicresi 16semi viriisii enfeksiyonu, astim, diyabetik komplikasyonlar,
inflamatuar kese hastaligi, greft-konak hastaligi ve leishmaniasis, degistirilmis mo6A
diizenleyicileri grubunda zenginlestirilmis KEGG yollartydi. Zenginlesen protein
sindirimi ve emilimi, kanserde proteoglikanlar ve osteoklast farklilasmas1 KEGG yollari,
degistirilmis m5C diizenleyicileri grubu igin tanimlanandi. Ek olarak, protein sindirimi
ve absorpsiyonu, degistirilmis m1A diizenleyicileri grubundaki tek zenginlestirilmis
KEGG yolu olarak belirlendi. LGG veri setinde m6A, m5C ve m1 Amodifikasyonlarinin
degistirilmemis gruplar1 i¢in, ndroaktivite ligand-reseptdr etkilesimi, nikotin bagimliligi,
cAMP/kalsiyum sinyal yolu ve insiilin salgilanmast KEGG yollar1 benzer olarak elde
edilen sonuglardi (Sekil 4.2.2B).
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Zenginlesen yolaklar1 ve terimleri kesfetmek igin son olarak her grup i¢cin GSEA
analizi yapildi (Sekil 4.2.3.). GSEA sonuglarinda elde edilen yolaklarin GO ve KEGG
yolu zenginlestirme analizleri ile tutarli oldugu goriildii. GO analizinde belirlenen
kimyasal sinaptik iletim, ndrotransmiter tasima ve sinaptik sinyallesme terimleri ile
GSEA sonuglarinda goriilen sinyallesmenin  diizenlenmesi, hiicre iletisiminin
dizenlenmesi terimleri, degistirilmemis GBM numune gruplarinda dikkate deger
ortiismeler gosterdi. Benzer sekilde, hiicre dongiisii ile ilgili zenginlestirilmis KEGG
yollar1 ile mitotik hiicre dongiisiinin G2/M  geg¢isi, histon baglanmasi terimleri
degistirilmis GBM gruplari i¢in hiicre kontrol noktasi gibi GSEA terimleriyle paralel
oldugu goriildii (Sekil 4.2.3A). Degismis LGG gruplar i¢in, gelisim, morfogenez ve
on/arka model spesifikasyonu, GO ve GSEA arasinda benzer terimler arasinda
gozlemlendi. Sinaps organizasyonu, tasimanin diizenlenmesi ve hiicre-hiicre sinyallesme
terimleri, degistirilmemis LGG 6rnek gruplar icin GO ve GSEA analizinde ortak olarak
zenginlestigi gortlda (Sekil 4.2.3.B).

Genel olarak, zenginlestirmelerdeki birka¢ ortak unsura ragmen, GBM ve LGG
veri kiimeleri icin m6A, m5C ve m1A yolaklarindaki genetik degisikliklerin farkl: etkileri
dikkat gekiciydi.
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4.3. GBM ve LGG'de Incelenen Genlerin Potansiyel Diagnostik ve Prognostik

Degerleri

GBM ve LGG ornekleri arasindaki epitranskriptom yolak dizenleyicilerinin
ekspresyon seviyelerinin ayrim giiciinii degerlendirmek i¢in PCA analizi gergeklestirildi.
Ik olarak m6A, m5C ve m1A yolak regilatérlerinin birlestirilmesiyle elde edilen 43
genin PCA analizi gergeklestirildi (Sekil 4.3.1). LGG ve GBM o6rnekleri arasinda kismi
bir ayrim, ana bilesenlerin yetersiz ayrim giiciiniin altin1 ¢izdi (PC1: %19,2, PC2: %15,9)
(Sekil 4.3.1A). Ek olarak, m6A, m5C ve mlA yolaklarinin ayirma giicii ayri ayri
degerlendirildi (Sekil 4.3.1.B-D). GBM ve LGG o6rneklerinin daginik dagilimi, mé6a igin
%38,5 (Sekil 4.3.1.B), m5C i¢in %41,9 (Sekil 4.3.1.C) ve m1A i¢in %68,4 (Sekil 4.3.1.C)
gibi nispeten diigiik PC degerleri gosterdi. GBM ve LGG &rnekleri, en ayr sekilde m1A

yolu regilatorleri tarafindan kiimelendigi not edildi.

PCA OF 1M Epitranskriptom o sklarnm #Ca ansliz miGa Modilikasyenunun PCA Analizi

m5C Mod fikasyonurun PCA Asalizi m1A Modilikasyenunun PCA Anslizi

PO 23] T TEE R

Sekil 4.3.1. PCA Analizi
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TCGA'dan alinan verilerin 166 GBM ve 530 LGG o6rnegi igerdigi yukarida
belirtilmisti. Bu regllatérlerin RNA ekspresyon seviyelerini her yolak icin GBM ve LGG
vakalarindaki seviyelerini karsilastirmak i¢in wilcoxon isaretli sira testi istatistiksel analiz
gerceklestirildi (Sekil 4.3.2). m6A yolu icin, 21 genden 14 genin ekspresyon seviyeleri,
LGG ve GBM vakalar1 arasinda istatistiksel olarak dnemli 6l¢iide anlamli sonug verdi.
ALKBHS5, EIF3B, ELAVL1, METTL4, SRFS2, WTAP, YTHDF2 ve YTHDF3 genleri
GBM hastalarinda yukari regiile edilirken, EIF3A, FTO, METTL14, VIRMA, YTHDC1
ve YTHDC2 genleri LGG veri setinde yukar1 regiile edilmistir (Sekil 4.3.2.A). m5C
modifikasyonunda gorevli DNMT3A, DNMT3B, NOP2, NSUN3, NSUN4 ve NSUN5
genleri GBM vakalarinda yukari regiile edilirken ve MECP2, TET1, TET2 ve TET3
genlerinin LGG vakalarinda istatistiksel olarak yukari regiile edildigi tespit edildi (Sekil
4.3.2.B). mlA yolunda, ALKBH1, HSD17B10, PRORP, TRMT10C, TRMT6 ve
TRMT61B, GBM hastalarinda istatistiksel olarak anlamli sekilde yukar1 regiile edilmis

olarak tanimland.
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Ardindan, regiilatorlerin  RNA seviyelerinin GBM ve LGG vakalarinda
diferansiyel olarak farklarini tespit etmek i¢in limma analizi gergeklestirildi. Limma
analizi sonucunda, |[FC| > 1.5 olan genler diferansiyel olarak farkli eksprese edilen genler
olarak secildi. Sonug olarak, LGG ve GBM numuneleri arasinda m6A yolunda (EIF3a ve
WTAP) 2 farkli sekilde eksprese edilmis gen ve m5C yolunda (DNMT3A, DNMT3B,
NSUNS ve TET1) 4 gen ile sonuglandi (Tablo 4.3.1).

Tablo 4.3.1. Limma Analiz sonug¢lar:

Genes LogFC p Degeri Modifikasyon
EIF3A -1.0209E+14 4.0043E-78 m6A
WTAP 0.91213978689173 1.2409E-52 m6A
YTHDC1 -0.5629194278382 7.0639E-66 m6A
METTL4 0.51165364202825 2.2591E-15 m6A
FTO -0.4998752362495 9.1253E-21 m6A
SRFS2 0.48000622009415 1.0921E-38 m6A
YTHDF2 0.47731064713406 8.5116E-31 m6A
METTL14 -0.2992523089408 5.9197E-01 m6A
YTHDC2 -0.2871776756113 1.3190E+00 m6A
EIF3B 0.16898056054660 1.1442E+08 m6A
YTHDF3 0.15658775649821 1.2214E+07 m6A
VIRMA -0.1396326375290 1.2853E+08 m6A
METTL3 -0.0958541364026 0.006679619664 m6A
DGCRS -0.0890538497689 0.005354056264 m6A
HNRNPA2B1 -0.0773019489474 0.000620909897 mM6A
ELAVL1 0.07320562155620 0.000466913505 m6A
HNRNPC 0.06603536443369 0.004055891682 m6A
ALKBH5 0.06123882498655 0.045659790139 m6A
RBM15B -0.0533088149364 0.076944346225 m6A
YTHDF1 0.04943918826647 0.048731236237 m6A
RBM15 0.03885098956347 0.336996916472 m6A
TET1 -1.4965E+13 4.4393E-37 m5C




Tablo 4.3.1. Limma Analiz sonuclar1 (Devam)

NSUN5 0.777066958522971 2.6770E-07 m5C
DNMT3B 0.7191070039121 3.6356E-18 m5C
DNMT3A 0.668790741672309 7.0833E-35 m5C
NSUN4 0.562280966459744 5.6683E-28 m5C
TET3 -0.499973008916138 7.3823E-19 m5C
TET2 -0.48260006062648 7.4838E-11 m5C
MECP2 -0.481063877278803 1.4810E-26 m5C
NSUN3 0.319472010135492 9.0534E-03 m5C
NOP2 0.275254254331735 1.3901E+02 m5C
DNMT1 0.194687828381806 3.2005E+05 m5C
DNMT3L 0.17605518504205 0.0001863715448931 m5C
UHRF1 0.088879556647636 0.287880322527667 m5C
NSUN?2 0.082726583008408 0.0024967184527808 m5C
TRDMT1 0.077350903159578 0.125219897436571 m5C
ALKBH2 -0.310946032740603 2.9509E-03 ml1A
TRMT61B  -0.186677244049918 1.0793E+06 ml1A
HSD17B10  0.155208988127189 3.2604E+03 ml1lA
ALKBH1 -0.131548822689105 0.0002846526370283 ml1A
TRMTG6 -0.052658925485871 0.128642978200648 ml1A
PRORP 0.0231116875077859 0.501915320727511 ml1A
TRMT10C 0.0181564782498214 0.534763909718379 ml1A

36

Bir sonraki adim olarak, genel sag kalim analizi gergeklestirerek ve Kaplan-Meier

tahmin yontemini kullanarak LGG ve GBM'deki analiz edilen genlerin prognostik
degerleri sorgulandi. LGG ve GBM hastalarinin mevcut klinik verilerine dayanarak,
yuksek veya diisiik ekspresyon seviyelerindeki hayatta kalma orani hesaplandi ve
istatistiksel olarak anlamli genler (p-degeri<0.05) GBM ve LGG vakalar igin ayr1 ayri
gorsellestirildi (Sirastyla; Sekil 4.3.3 ve Sekil 4.3.4). GBM veri seti i¢in 14 m6A

regulatori, 9 m5C regilatori ve 4 m1A regulatoriindn istatistiksel olarak anlamli sonuclar
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gosterdigi not edildi (Sekil 4.3.3.). Buna karsilik, LGG veri seti icin m6A yolunda 18,
m5C yolunda 12 ve m1A yolunda 6 gen potansiyel prognostik biyobelirtecler olarak tespit
edildi (Sekil 4.3.4.).

VIRMA, METTL3, METTL4, EIF3A, HNRNPA2B1, HNRNPC, SRFS2,
YTHDC1, FTO, NSUN3, NSUN4, TRDMT1, TET2, TET3, PRORP, TRMTG6,
TRMT61B ve ALKBH2 genlerinin yiiksek ekspresyonu, GBM hastalarinda yasam
siiresinin uzamasiyla iligkili oldugu goriildii. Buna karsilik, diisik RBM15B, DGCRS,
EIF3B, YTHDF2, ALKBH5, DNMT3A, DNMT3B, NSUN2 ve NSUN5 ekspresyon
seviyelerine sahip hastalarda daha iyi bir genel sag kalim oran1 gbzlemlendi (Sekil 4.3.3.).
LGG hastalar i¢cin METTL3, EIF3A, HNRNPC, YTHDCI1, FTO, TET1, TRMT10C,
ALKBH1, ALKBH2'in yiiksek ekspresyonu daha uzun sag kalim ile iligkilendirildi. Ote
yandan METTL14, METTL4, RBM15, RBM15B, WTAP, EIF3B, ELAVLI],
HNRNPA2B1, SFRS2, YTHDC2, YTHDF1, YTHDF2, YTHDF3, DNMT1, DNMT3A,
DNMT3B, DNMTL3, NOP2, SUN3, SUNMTL3, NOP2, NSUN3, NSUN5, MECP2,
UHRF1, HSD17B10, PRORP ve TRMT®6 genleri daha iyi prognoz ile korele oldugu
gorundu (Sekil 4.3.4.).

METTL3, EIF3A, HNRNPC, YTHDC1 ve ALKBH2 genlerinin ylksek
ekspresyon seviyeleri ve RBM15B, EIF3B, YTHDF2, DNMT3A, DNMT3B, NSUN2 ve
NSUNS genlerinin diisiik ekspresyon seviyeleri hem GBM hem de LGG hastalarinda
daha uzun sag kalim ile iligkilendirildi. Ters bir egilim olarak, GBM hastalarinda
METTL4, HNRNPA2B1, SRFS2, NSUN3, NSUN4, PRORP ve TRMT6 genlerinin
yiiksek ekspresyonu ve bu genlerin LGG orneklerinde diisiik ekspresyonu, hastaliklarin
daha iyi prognozu ile iliski oldugu tespit edildi. Ayrica VIRMA, TRDMT1, TET2, TET3,
TRMT61B, DGCR8 ve ALKBHS5 genleri GBM'de potansiyel prognostik biyobelirtecler
olarak bulunurken LGG'de bulunmadi. Buna karsilik, FTO, TET1, TRMT10C, ALKBH1,
METTL14, RBM15, ELAVL1, YTHDC2, YTHDF1, YTHDF3, DNMT1, DNMT3L,
NOP2, MECP2, UHRFI, HSDI17B10 genleri, LGG prognozunun varsayilan

biyobelirtecleri olarak 6ne ¢ikti.

Elde edilen sonuglar, GBM ve LGG'de prognostik biyobelirtegler olarak m6A,

m5C ve m1A yolu genlerinin kullanimin1 giiclii bir sekilde destekledi.
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4.4. Aday Biyobelirte¢ Genleri Degerlendirmek icin ROC Analizi

Tanimlanan genlerin diagnostik degeri hakkinda daha fazla kanit saglamak igin,
istatistiksel olarak anlaml diferansiyel olarak farkli eksprese olan genler ve genel hayatta
kalma analizinde ortak olarak bulunan alti gen (WTAP, EIF3A, DNMT3A, DNMT3B,
NSUNS ve TET1) i¢in ROC analizi yapildi. 6 genin tanisal degerinin tahmin dogrulugu,
ROC egrisi altinda kalan alan %95 giiven aralig1 (CI) ile hesaplanarak degerlendirildi
(Sekil 4.4.1). EIF3A ve TETI1 genleri, sirasiyla 0.9208 ve 0.8695 AUC degerleri ile
tanisal bir biyobelirte¢ olarak kullanilmak iizere yuksek potansiyel sergiledi (Sekil 4.4.1).
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TARTISMA

GBM, koétii prognoz ve yiiksek agresiflik ile karakterize bir derece IV gliomadir
(lacob ve Dinca 2009). Diger bir merkezi sinir sistemi kanseri olan LGG, daha 1yi bir
prognoz sergileyen derece I, Il ve Il gliomlar grubudur Wijnenga, French, Dubbink,
Dinjens ve van den Bent, 2018). Bununla birlikte, ¢alismalar, LGG'li hastalarda tanidan
sonraki 5-10 yil iginde GBM gelistirme riski oldugunu bildirmistir (Pouratian ve Schiff,
2010). Bu nedenle, kapsamli bir hesaplama analizi yaparak GBM ve LGG'nin
ilerlemesinin altinda yatan molekiiler mekanizmalar1 aydinlatmak, mevcut merkezi sinir
sistemi kanserleri anlayisimizi genisletmek igin ¢ok onemlidir. Bu dogrultuda kanser
patogenezinde epitranskriptom yolaklarindaki degisiklikleri agiklamaya yonelik birgok
calisma yapilmistir (Han ve Choe, 2021; Lian, Wang, Zhu, Ma ve Jin, 2018). Bu ¢alisma,
GBM ve LGG veri kiimelerinde m6A, m5C ve mlA epitranscriptome yolaklarinin

ayrintilt bir aragtirmasini sunar.

Bu ¢alismada ilk olarak sirasiyla amplifikasyon, mutasyon ve deep delesyon
olarak saptanan m6A, m5C ve m1A yolag: regllatorleri i¢in farkli agresiflik diizeylerinde
bulunan gliomalarin mutasyon tipleri ve frekanslar1 incelenmistir. m5C
modifikasyonunun regilatorlerinde en yiiksek degisim sikliginin goériilmesi, bir baska
kayda deger bulguydu. Ek olarak, ilgili tim epitranskriptom yolak genlerinde meydana
gelen mutasyonlar ele alindiginda, evre II gliomalarin (ACT, OA, DG ve OD) diger
seviyelerdeki gliomalardan daha ¢ok mutasyona ugradigi saptandi (Sekil 4.1.5).
Sonuglarimiz, GBM ve LGG 6rnekleri igin m6A, m5C ve m1A diizenleyicilerinde yiiksek
oranda genetik degisiklik oldugunu vurgulayarak onceki caligmalar1 dogruladi (Anita,
Paramasivam, Priyadharsini ve Chitra, 2020). Artan epitranskriptom ¢aligmalari, m6A,
m5C ve m1A epitranskriptom yolak regulator genlerin anormal ekspresyon seviyelerinin
kanser hucrelerinin prognoz, metastaz ve proliferasyon gibi kritik proseslerle yakindan
iliskili oldugu vurgulamistir (Liu, Ouyang, Zhan, Yin, Liu, Tan ve Yin, 2022; Wu, Chen,
Liu, Tang ve Zhou, 2021). Bu baglamda ¢alismamizda, m6A, m5C ve m1A yolaklarin
regililatdrler genlerinde saptanan degisik mutasyon frekanslari, farkli evrelerdeki

gliomalar ile iligkilendirilebilecegi diistiniildii.
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GBM ve LGG veri setlerinde mutasyon tiplerinin yani sira mRNA ekspresyon
seviyelerini de dahil ettik. Analizde MRNA ekspresyon seviyeleri dikkate alindiginda tiim
genlerin genetik degisiklik frekanslari arttig1 not edildi (Sekil 4.1.6.). Bu nedenle, genetik
degisikliklerin 6nemli katkilarindan biri olarak m6A, mSC ve mlA modifikasyon
regllatorlerinin mRNA seviyelerine odaklandik. Bu analizde sadece pan-cancer veri
setlerini i¢erdi ve sonucunda, m5C regiilatorlerinin diger iki yolaga gore daha yiiksek
alterasyon frekansina sahip oldugu goriildii. Asil ilging olan, analize mRNA ekspresyon
seviyeleri dahil edildiginde tiim genlerin frekanslarinin hem GBM hem LGG
orneklerinde artmasinin yani sira, tiim regiilatér genlerin arasinda DNMT3L geninde
goriilen yilikselmenin GBM vakalarinda 0.4%’den 85%’e firlamas1 oldu (Sekil 4.1.6.).
DNMT3L (DNA metil transferaz 3 benzeri) geni m5C yolaginin bir iiyesidir ve yazici
proteinler arasinda yer alir. Metil transferazlar DNA, RNA ve protein gibi molekullere
metil grubunu katalizleme 6zelligine sahip proteinlelerdir. Bununlardan DNMT3 ailesi
ek olarak de novo metil gruplarini da ekleyebilmektedir, fakat DNMT3L katalitik olarak
aktive olmadig1 igin tek basina de novo metilasyon gerceklestirememektedir (Tzelepi,
Logotheti, Efstathiou, Troncoso, Aparicio, Sakellakis ve Zolota, 2020). Daha 6nceki
kanser ¢alismalarinda, DNMT3L geninin ekspresyon seviyesinin, timdr evresine ve
agresifligiyle dogru orantili olarak arttig1 rapor etmisti (Subramaniam, Thombre, Dhar ve
Anant, 2014; Tzelepi, Logotheti, Efstathiou, Troncoso, Aparicio, Sakellakis ve Zolota,
2020; Yang, Wu, Zhang, Sun, Li ve Huang, 2019). Literatirde bulunan bulgular 1s18inda,
Sekil 4.3.4.°te gorsellestirilen hayatta kalma analizlerimiz ile oOrtiistiigli, fakat Sekil
4.1.6.da sematize edildigi tizere GBM vakarlinda DNMT3L geninin diisiik seviye
ekspreyonun goriilmesi ile gakistigi soylenebilir. Ek olarak, Sekil 4.3.2°de DNMT3L
geninin GBM ve LGG Orneklerinde karsilastirilmasinin sonucu istatistiksel olarak
anlaml bir ¢ikmadiginin alti ¢cizmekte fayda var. DNMT3L geninin GBM’de goriilen
diisiik ekspresyon seviyesi, analizde kullanilan pan-cancer data setinden kaynakli
olabilecegi ya da DNMT3L geninin iliskili oldugu farkli gen gruplari olabilecegini
diistindiirttii. Sonuglar dogrultusunda, DNMT3L geninin gliomalarda farkli bir yol izliyor

olma ihtimalinin olabilecegi diisliniildii.

Bir adim daha atarak, m6A, m5C ve m1A regulatorlerinin hicredeki hangi
prosesleri etkiledigini detayli arastirmak adina, GO, KEGG ve GSEA analizleri
gerceklestirildi. Uzerinde calistigimiz GBM ve LGG veri setlerinin transkriptomik
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verileri cBioportaldan ekstrakte edildi ve detayli inceleme icin degistirilmis ve
degistirilmemis olarak 2 gruba ayrildi. Ilging bir sekilde, sonuglarimiz, GBM
orneklerinde bu 3 yolagin degistirilmis ve degistirilmemis gruplar1 dahil olmak {izere,
birbirlerinden farkli biyolojik prosesleri etkiledigi gosterdi (Sekil4.2.1). Bu sonuglar, GO,
KEGG ve GSEA analizlerinde de benzerdi (Sekil4.2.2., Sekil4.2.3.). Kisa bir 6rnek
olarak, GBM veri setinde embriyonik morfogenez ve embriyonik gelisim GO terimleri
m6A degistirilmis gruplarinda zenginlesti. Buna karsin, m6A’nin degistirilmemis
grubunda, ndérétransmiter ve iyon transport terimleri, m5C’nin degistirilmemis grubu
ECM organizasyonu ve immin yanit terimleri, m1A’nin degistirilmemis grubunda rRNA
prosesi ve ribozomal altbrim biyogenezi terimleri zenginlesti (Sekil4.2.1.). m6A, m5C ve
mlA yolaklarin gliomalarda farkli prosesleri etkiledikleri bulgumuz, yapilan énceki
caligmalarla tutarli oldugu goriildii (Guan, He, Su ve Zhou, 2021; Sun, Gong, Shang,
Chen ve Hu, 2021; Wang, Wu, Tu, Tao, Hu, Li ve Huang, 2020). Dahasi, LGG veri
setinde, m6A ve m5C yolaklarinin GO zenginlestirme analizinde benzerligi sasirticrydi.
Literatiirde yer alan Onceki g¢alismalar LGG Orneklerinde, m6A yolag: i¢in, ECM
organizasyonu, hiicre adezyonu, iyon kanallar1 aktivitesi ve ndrotransmiter aktivite
terimlerinin GO analizlerinde zenginlestigini rapor etmis (Ma, Liu, Zhang, Ning ve Qu,
2021, Zheng, Wang, Qiu, Wang, Yu, Zhou ve Jiang, 2021). Bununla birlikte TCGA ve
CGGA veri tabanlarindan toplanan LGG 6rnekleriyle gerceklestirilen bir ¢alisma, GO
analizi sonucunda T hicre aktivasyonu, l6kosit migrasyonu ve hicre-hiicre adezyon
terimlerinin m5C yolaginda zenginlestigini rapor etti (Li ve Meng, 2021). Calismamizda,
LGG verilerinin GO zenginlestirme analiz sonuglarinin 6nceki ¢aligmalar ile, m6A ve
m5C yolaklarinda ortak olan ndrdtransmiter aktivite, ECM organizasyonu ve kimyasal
sinaptik aktarimi terimleri ile Ortlistiigii, aksine kavrama, embriyonik gelisim ve
embriyonik morfogenez terimleri ile uyumlu olmadig:i goriildii. Bunlara ek olarak
zenginlestirme analizlerimiz, m1A yolaginin genel olarak rRNA baglanmasi, ribosozom,
CAMP sinyali ve glutamatergic sinyali gibi hlcrenin temel biyolojik prosesleriyle
iligskilendigini gosterdi. Sun ve arkadaglarmin, m1A RNA metilasyonunun gliomalarin
malignitesine katkida bulundugunu gosteren bir ¢alismasinin sonuglari, ¢aligmamizda
mlA yolagi i¢in gerceklestirdigimiz GO, KEGG ve GSEA zenginlestirme sonuglarimizla
ortistii (Sun, Gong, Shang, Chen ve Hu, 2021). Genel olarak, m6A, m5C ve ml1lA
yolaklarinin zenginlestirme analizleri i¢in, cesitli sinyal yolaklar1 (glutamatergic,
GABAergic, cCAMP, Kalsiyum, IL-17, Jak-stat, TNF sinyali), sitokin-sitokin etkilesimleri

ve sekresyon ile iliskili mekanizmalar1 degistirilmemis gruplarda, hiicre adezyonu,
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morfogenez, blylme ve hicre dongusu ile iliskili prosesleri degistirilmis gruplarda
zenginlestigi goriildii. Ilging olarak, m6A yolak KEGG analizlerinde Astim,
Leishmaniasis, graft-host hastaligi ve inflamatuar bagirsak rahatsizligi gibi hastaliklarin
zenginlesmesi dikkat ¢ekti (Sekil4.2.2.). m6A modifikasyonu ile yumurtalik kanseri
arasinda ki iliskinin arastirildig1 yakin tarihli bir ¢alisma, bulgularimizi destekler nitelikte
olarak, m6A yolaginda graft-host hastaligi, allogreft uyusmazligi ve astim hastaliklarinin
zenginlestigini rapor etti (Zhang, Liu, Guo, Hong, Ji ve Ren, 2021).

Calismanin bir sonraki basamaginda, GBM ve LGG 0Orneklerinde m6A, m5C ve
mlA yolak regiilator genlerinin diagnostik degerlerini belirlemek igin gen ekspresyon
seviyeleri karsilagtirildi. Uygulanan karsilastirmali analiz sonucunda, m6A, m5C ve
mlA yolaklarinda gorev alan genlerin ¢ogu, (ilgili 3 yolakta bulunan toplam 43 genden
30’u) ekspresyon seviyesi GBM ve LGG orneklerinde kiyaslandiginda, istatistiksel
olarak anlamli degerlere sahip oldugu goriildii (Sekil 4.3.2.). Daha 6nce farkli glioma veri
setlerinde gergeklestirilen analizler genel olarak bu regulator genlerin ekspresyon
seviyelerinin yukari regiile oldugunu bildirmisti (Chai, Wu, Wang, Zhang, Liu ve Kang,
2019, Li ve Meng, 2021, Sun, Gong, Shang, Chen ve Hu, 2021). Literattirdeki sonuclar
ile birlikte, bulgularimiz GBM ve LGG’de m6A, m5C ve m1A regiilatdr genlerinin ¢cogu
icin diagnostik deger tagidigini iddia etmektedir.

M6A, m5C ve m1 A modifikasyon regiilator genlerin, prognostik degerlerini agiga
kavusturmak icin genel hayatta kalma analizi yapildi. Sonuglarimiz hem LGG
vakalarinda hem de GBM vakarlinda, ilgili regiilatér genlerin biiyiik ¢ogunlugu i¢in
istatistiksel olarak anlamli degerler gostererek, prognostik degerlerinin de giiclii
olabilecegini one siirdii (Sekil 4.3.3. ve Sekil 4.3.4.). Genel hayatta kalma analizi
sonucunda, LGG vakalarinda GBM 6rneklerine gore daha ¢ok m6A, m5C ve m1A
regiilatorlerinin anlamli ¢iktiginin altim ¢izmek gerekmekte fayda var. Sonuclarimiz,
mo6A, m5C ve m1A yolaklarinin LGG de daha ¢ok mutasyona ugramasi ve daha fazla
genin genel hayatta kalma analizinin istatiksel olarak anlamli degere sahip olmasini, bu
yolaklarin glioma vakalarinda agresiflik ve prognoz seyrinde kritik rol tistlenebileceginin
onemini vurguladi. Buna birlikte arastirmamiz detaylandirildiginda, sadece 6 genin
(EIF3A, WTAP, DNMT3A, DNMT3B, NSUNS5, TEET1) diferansiyel olarak eksprese
oldugu belirlendi (Tablo 4.3.1.). Bu 6 genin hayatta kalma analizleri g6z 6nune
alindiginda, GBM vakalarinda TET1 ve WTAP genleri hari¢ diger 4 genin istatistiksel
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olarak anlaml1 sonuglar1 oldugu gériildii. Ilging olarak, GBM vakalarinda sadece EIF3A
geni low ekspresyon seviyelerinin uzun yasam siiresi ile iligkilendirildi. LGG
vakalarinda, diferansiyel olarak eksprese olan 6 genin istatistiksel olarak anlamli
degerlere sahip oldu baska bir ilgi ¢ekici buldu oldu. Dahasi, sadece EIF3A ve TET1
genleri LGG’de yiiksek ekspresyon seviyeleri uzun yasam siiresi ile iligkilendirildi (Sekil
4.3.2)).

Okaryotik baslama faktorii 3A (EIF3A) geni, kiiclk ve biyik ribozom
altbirimlerinin birlesmesinde rol oynayan, translasyonun baslamasinda gorevli 6karyotik
bir gendir (Yin, Shen, Dong, Huang, Zhong, Feng ve Liu, 2011). Daha 6nce akciger
kanseri ve yumurtalik kanseri lizerinde gergeklestirilen caligsmalar, EIF3A geninin yiiksek
ekspresyonunun, kanserin tedavisinde kullanilan ajanlara gosterdigi direnci azalttigini
bildirdi (Zhang, Yu, Tian, Li ve Liu, 2015). Dahas1 EIF3A ve diger EIF3 alt birimlerinin
asirt ekspresyonu kanser hiicrelerinin malignitesi ile pozitif kolerasyon gosterdigini
bildiren ¢alismalar da literatiirde yer almaktadir (Qi, Dong, Liu ve Zhang, 2014, Hershey,
2015). Ilging bir sekilde, Chai ve arkadaslarinin, gliomlar tizerinde gerceklestirdigi bir
calismada, EIF3A geninin ekspresyon seviyesinin WHO glioma seviyeleri ile negatif
korelasyon gosterdigini bildirmistir (Chai, Wang, Chang, Zhang, Li, Niu ve Wang, 2019).
Literatiirde EIF3A geni ile ilgi gerceklestirilen caligmalar, EIF3A regiilatori ile

bulgularimizi ve hipotezimizi destekler nitelikte oldugu goriildii.

TET Metilsitozin Dioksijenaz 1 (TET) ailesi, metilsitozin deoksijenaz aktiviteye
sahip m5C yolagmin silici proteinleridir. Niikleik asitlere eklenmis 5mc (5-
methylcytosine)  gruplarimi hm5c  (5-hydroxymethylcytosine)’ye  doniistiirerek
demetilasyonu saglar. Bu sayede gen regiilasyonunda énemli bir rol iistlenir. Ek olarak
Hsu ve arkadaslar1 fareler iizerinde gerceklestirdikleri bir deneyde TETI1 geninin
susturulmasinin, kanserin invazyonunu ve proliferasyonunu arttirdigini bildirmisti (Hsu,
Peng, Kang, Chen, Yang, Tsai ve Juan, 2012). Dahasi, Neri ve arkadaslarinin
gerceklestirdigi bir calismada TET1 geninin yiksek ekspresyonunun timor supresor
gorevi gordigiini bildirdi (Neri, Dettori, Incarnato, Krepelova, Rapelli, Maldotti ve
Oliviero, 2015).

Literatiirde bulunan ¢aligmalarin epitranskriptom regiilatorlerinin farkli kanserde
onemli rol oynadiginin desteklemesi ile, ¢alismamizda diferansiyel olarak eksprese olan

6 genin biyobelirte¢ potansiyellerini yiiksek oldugunu hipotezimizi test ettik. Bu amag
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dogrultusunda, 6 genin ROC egrisi analizini gerceklestirdik. Literatiir ile uyumlu olarak
EIF3A ve TET1 geninin AUC degerleri (sirastyla %92 ve %87) oldukea yiiksek degerler
gosterdi (Sekil 4.4.1.). Calismamiz, GBM ve LGG 6rnekleri arasinda biyobelirteg olarak
kullanilabilecek genleri, gii¢lii sonuclar ve literatiir ile uyumlu olarak ortaya koymaktadir.
Fu ve arkadaslari, gliomada TET1 geninin otofajiyi regiile ederek tumaor supresor olarak
rol aldigin1 bildirmisti (Fu, Ding, Luo, Yu, Li, D, Li ve Guo, 2017). Aym zamanda,
gliomalarda TET1 genin ekspresyon seviyesinin WHO’nun yayinladigi kanser evreli ile

negatif koleresyon gosterdigini soylemektedir ve hipotezimizi destekler niteliktedir.

Ozetle calismamiz, GBM ve LGG vakalarinda m6A, m5C ve mlA
epitranskriptom yolaklarinin oldukg¢a 6nemli bir ol Ustlendiklerini belirlemistir. Dahasi,
TET1 ve EIF3a genlerinin, gliomada yeni bir terapdtik yaklasimi temsil edebileceginin

altiniz ¢izmistir.
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SONUCLAR VE ONERILER

6.1. Sonuclar

Epitranskriptom perspektifinin gliomalarda incelenmesi ve GBM’in karmagik
mekanizmasinin aydinlatilmasi 6nem arz eden bir konudur. Caligsmamizda, m6A, m5C ve
mlA modifikasyonlarinin gliomalardaki roliine deginerek GBM’in epitranskriptom
yolaklar ile iligkisi agiklamay1 hedefledik. Sonug olarak ¢aligmamizda, m6A, m5C ve
mlA modifikasyon regiilatorlerinin gliomalarda 6nemli roller iistlendigi ve hiicre
igerisinde farkli yollar1 etkiledigini belirttik. M6A, m5C ve mlA epitranskriptom
regllatorlerinin GBM ve LGG vakalarinda farkli seviyelerde eksprese edildigini ve
hastalarin hayatta kalma siireleri ile giicli bir iliskisinin oldugunu vurguladik. Dahast,
EIF3A ve TETI Genlerinin giiglii prognostik ve diagnostik degereler gosterdigini
belirledik. Literatlirdeki bilgilerin hipotezimizi desteklemesi ile birlikte, ¢alismamiz
EIF3A ve TETI1 genlerinin gliomalarda kullanilabilecek yeni aday biyobelirteg

olabilecegini gostermektedir.

6.2. Oneriler

Epitranskriptom ve kanser ¢aligmalar1 giinden giine artmakta ve epitranskriptom
mekanizmalarinin etkili bir terapOtik yontem olabilecegi giindemdedir. Literatiirde
gliomalar iizerinde gerceklestirilen epitranskrpitom c¢aligmalar1 bulunmasina ragmen
mo6A, m5C ve mlA modifikasyonlarinin tiimiiniin genel olarak GBM ve LGG
vakalarinda karsilastirmali degerlendirildigi ¢alisma sayis1 azdir. Bu tur karsilastirmali
caligmalarin GBM’min karmasik mekanizmasini agiklamada oldukc¢a faydali olacaginin
alt1 ¢izilmelidir. Ayn1 zamanda gliomlar, merkezi sinir sisteminde yer alan beyin timori
olmasindan oOtiirii, ¢alismalar i¢in Ornek elde etme kisitlamalar1 bulunmaktadir. Bu
nedenle gliomalar {izerine gerceklestirilecek ¢alismalarin gilivenilirligini arttirmak

acisindan ornek sayilarinin arttirtlmas: 6nem arz etmektedir.

Calismamiz m6A, m5C ve m1A modifikasyon regilatorleri icin gugli roller
Onermektedir. Ayrica, in siliko ortamda buldugumuz sonuglarin, in vitro ya da in vivo
ortamlarda test edilmesi bulgularimizin giivenilirligini arttirabilir ve GBM

mekanizmasini epitranskriptom perspektifinden daha acik bir sekilde agiklamaya katkida
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bulunabilir. Ek olarak, DNMT3L geninin mRNA seviyesinin GBM 0Orneklerinde %85
orana ¢ikmasini ¢alismamiz net bir sekilde agiklayamamaktadir, bu dogrultuda DNMT3L
geninin GBM o6rneklerinde iistlendigi roliin daha iyi giin yiiziine ¢ikarabilmek i¢in iliski
igcerisinde oldugu gen ve yolaklarini aydinlatma ya da farkli glioma ¢alismalarini analize
dahil etmeleri Onerilebilir. Ek olarak ¢alisgmamiz, EIF3A ve TET1 genleri i¢in aday
biyobelirte¢ oldugunu vurgulamaktadir. Bu baglamda, gelecek caligmalara, gliomalarda
EIF3A ve TET1 genini, in vivo ve in vitro arastirmalarda yer verilmesi ve GBM vakalar1

icin gelistirilecek yeni terapotik yaklasimlarda kullanilmalar siddetle 6nerilebilir.
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