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OZET
Yiksek Lisans Tezi

Meme Kanserinin Histolojik ve Patolojik Alt Tiplerinin Meta-Analiz Y6ntemine Dayali miRNA
Imzalar1 ile Siniflandiriimasi

Yasemin Oztemur
Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii

Danigsman: Yrd. Dog. Dr. Bala Giir Dedeoglu

mikroRNA’lar (miRNA) gen ifadesini transkripsiyon sirasinda ya da transkripsiyon sonrasi
diizenleyen kiigik RNA molekiilleridir. mikroRNA’lar, gelisim, hiicre bolinmesi, hiicre
bagkalasmas1 ve programli hiicre 6liimii gibi biyolojik islerde 6nemli roller iistlenmektedir. Bu
dogrultuda degisen miRNA ifadesinin kanser gibi hastaliklarin olusumuna katkist olmasi
muhtemeldir ve yapilan caligmalar miRNA’larin sadece kanser olusumunda degil kanser
gelisiminde de etkili olduklarimi gostermektedir. Yogunlasmakta olan miRNA ¢aligmalari, miRNA
klonlamasi, kantitatif PZR ve mikrodizin gibi teknikleri kullanarak miRNA ifade profillerinin
arastirilmasina olanak saglamig ve bu arastirmalarin sonucunda meme kanserinin de dahil oldugu
pek cok kanser tiirlinde anormal miRNA ifade profillerinin varligi gosterilmis ve onaylanmustir.

Bu ¢alisma meme kanserinde miRNA mikrodizin verilerini bir araya getiren ilk meta-analiz
calismasidir. Meme kanseri ile ilgili simdiye kadar yapilmis, verilerine ve klinik bilgilerine
ulasilabilen miRNA mikrodizin ¢alismalari, gelistirilen ANOVA temelli ve siralama tabanli meta-
analiz yontemi uygulanarak bir araya getirilmis ve meme kanserinin alt tipleri i¢in belirte¢ aday1
miRNA’lar ortaya cikartilmigtir (meta-miRNA). Elde edilen miRNA’larin hedef genlerinin
belirlenmesi ve yolak analizlerinin yapilmasi, miRNA’larin meme kanseri olusumu ve
gelisimindeki rollerine aciklik getirmektedir. Ayrica gelistirilen meta-analiz yontemi meme
kanserinde yapilmis olan ifade mikrodizin verilerine de uygulanmig ve yine meme kanseri alt
tiplerinde ifade farkliliklar1 gosteren transkriptler (genler) ortaya ¢ikartilmistir (meta-gen). Meta-
miRNA’larin hedef genlerini meta-gen’ler ile kiyaslama imkani1 da saglayan bu calisma ile meme
kanserinde miRNA imzalarinin bulunmasinin yani1 sira miRNA-mRNA iliskisi de agiklanmaya
caligilmistir. Meta-miRNA’lar ve meta-mRNA’lar i¢in dogrulama ¢aligmalari meme dokularinda
es-zamanli PZR yontemi ile gerceklestirilmistir.

Meta-analiz sonucu ortaya ¢ikan ve hepsi let-7 ailesine ait miRNA’larin, bagimsiz tiimérler ile
yapilan es-zamanli PZR ¢alismasi ile meme kanseri tiimor dereceleri igin belirteg adayr oldugu
onaylanmistir. Ayrica meta-miRNA’larin hedeflerinin meta-analiz sonucu elde edilen meta-mRNA
listeleri ile biiyiik ol¢iide ortaklik gosterdigi bulunmustur. Yolak analizleri sonucunda ortak
hedeflerin istatistiksel olarak anlamli sekilde hiicre dongiisii, MAPK, Jak-STAT ve TGF-beta
sinyal yolaklar1 gibi kanserde onemi bilinen yolaklarda rol aldig1 gosterilmistir. Hedef genler ile
gergeklestirilen es-zamanli PZR sonuglar1 ve biyoinformatik analizler de meta-analiz sonuglarini
dogrular niteliktedir.

2013, 142 sayfa

Anahtar kelimeler: mikroRNA (miRNA), meme kanseri, meta-analiz, miRNA mikrodizin analizi,
mikrodizin



ABSTRACT
M.Sc. Thesis

The Classification of Histologic and Pathologic Subtypes of Breast Cancer with Meta-Analysis
Based miRNA Signatures

Yasemin Oztemur
Ankara University Biotechnology Institute

Supervisor: Assist. Prof. Bala Gur Dedeoglu

MicroRNAs (miRNAs) are small RNA molecules that regulate gene expression post-
transcriptionally. MicroRNAs play a key role in diverse biological processes, including
development, cell proliferation, differentiation, and apoptosis. Accordingly, altered miRNA
expression is likely to contribute to human disease, cancer formation and also progression.
Intensifying research in miRNA studies, using a range of techniques including miRNA cloning,
guantitative PCR and microarrays has resulted in the identification and confirmation of abnormal
mMiRNA expression in a number of human malignancies including breast cancer

This is the first meta-analysis study that combines miRNA microarray studies conducted in
breast cancer. In this study, the breast cancer miRNA microarray studies were collected according
to the availability of their raw data and combined by an ANOVA dependent ranking-based meta-
analysis to find out candidate miRNA biomarkers (meta-miRNASs) that classify breast cancer into
subtypes. The targets of meta-miRNAs were found and pathway analysis was performed with these
target genes, which explained the roles of miRNAs in the development and progression of breast
cancer. Furthermore the same meta-analysis approach was applied to the mRNA microarray studies
in breast cancer and meta-genes that could classify breast cancer tumors into subtypes were
demonstrated. With this study in addition to the identification of miRNA signatures the relation
between miRNAs and mRNAs was also explained. The validation studies both for meta-miRNAs
and meta-mRNAs were performed by gRT-PCR analysis.

The gRT-PCR studies performed with independent breast tumors confirmed the potential
biomarker role of let-7 family members in grade classification in breast cancer. Additionally the
targets of meta-miRNAs were found to be highly correlated with the meta-mRNAs. The pathway
analysis results showed that most of the common genes between miRNA targets and mRNAs were
taking part in cancer related pathways like cell cycle, MAPK, Jak-STAT and TGF-beta. The qRT-
PCR studies together with bioinformatic analyses confirmed the results of meta-analysis study.

2013, 142 pages

Keywords: microRNA (miRNA), breast cancer, meta-analysis, miRNA microarrays, microarray
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1. GIRIS

mikroRNA’larin hiicredeki 6nemli mekanizmalar1 regiile ettigi bulunmus ve bazi kanser
tirlerinde 6nemli diizenleyici roller aldiklar1 gosterilmistir. Yiiksek islem kapasiteli bir
metot olan mikrodizin analizinin miRNA c¢aligsmalari i¢in kullanilmaya baslanmasi ¢esitli
kanser tiplerinde miRNA ifade profillerinin elde edilmesine olanak saglamistir. Meme
kanserinde de miRNA ifade profillerinin ¢ikartilmasina yonelik mikrodizin g¢alismalari
yapilmig ve kanserli dokuyu normal dokudan ayirabilen ya da ER, PR ve HER2 gibi

hormon reseptorlerinin ifadeleriyle iliskilendirilmis mikroRNA’larin varligi gosterilmistir.

Bu calismada simdiye kadar yapilan, verilerine ve klinik bilgilerine ulagilabilen meme
kanseri miRNA mikrodizin ¢aligmalar1 istatistiksel ve biyoinformatik teknikler kullanilarak
bir araya getirilmis (meta-analiz) ve meme kanseri alt tiplerini ayiric1 biyobelirte¢ aday1

miRNA’lar ortaya ¢ikartilmigtir.

Meta-analiz, cesitli mikrodizin ¢aligmalarinin bir araya getirilmesi amaciyla kullanilan bir
yontem olsa da simdiye kadar meme kanseri ile ilgili mikroRNA mikrodizin ¢alismalarini
kapsayan bir meta-analiz ¢alismasi hi¢ yapilmamistir. Meme kanseri olusumu ve
gelisiminde etkili olan miRNA’lar1 bulmayr hedefleyen bu ¢alisma birgok miRNA
mikrodizin verisini bir araya getirerek yapilan ilk mMiRNA meta-analiz ¢alismasi olmustur.
Bu yontem meme kanserinde farkli olarak ifade edilen ancak bagimsiz caligmalarca
simdiye kadar gosterilememis 6zgiin miRNA’larin bulunmasina olanak saglamistir. Ayrica
gelistirilen meta-analiz programi gibi bir yazilimin simdiye kadar literatiirde yer almamis
olmas1 ve bir metodoloji yayini ortaya ¢ikarma potansiyelinin bulunmasi ¢alismaya 6zgiin

deger katmaktadir.

Calisma siiresince literatiirden toplanan pek ¢ok veri bir araya getirildigi icin, elde edilen
sonuglar yalnizca bir vakaya 6zel degildir ve genel bir bakis agisin1 yansitmaktadir. Cikan
miRNA hedef genlerinin farkli ifade mikrodizin ¢aligmalar ile karsilagtirilmasi, miRNA-
mRNA iligkisinin kurulmasini saglamakta, ¢ikan sonug¢larin dogrulugunu ve giivenilirligini
giiclendirmektedir. mikroRNA-meme kanseri iliskisini detayl bir sekilde tanimlayabilmek,
meme kanseri tani ve tedavisi i¢in alternatif ve belki de daha etkin hedeflerin

belirlenmesine de katkida bulunacaktir.



2. KURAMSAL TEMELLER
2.1. Meme Kanseri

Meme kanseri ile ilgili ilk yazili bilgi diinyanin en eski cerrahi dokiimani olarak bilinen ve
M.O. 3000-2500 yillarina ait Edwin Smith Papiriislerinde yer almaktadir. Antik Misir’a ait
bu metinde hastaligin basarili tedavisinin miimkiin olmadig1 bildirilmistir (1). Bugiin ise
meme kanseri kadinlarda en yaygin goriilen kanser tiiriidiir ve akciger kanserinden sonra

kadinlarda kanser 6liimlerinde ikinci siradadir (2, 3).

Normal meme dokusu lobiil (siit lireten doku) denilen yapilarin bir araya gelmesiyle olusan
lob (siit bezi), meme basma siit tasiyan duktus (siit kanallar1) ve yag dokusundan

olugmaktadir. Duktus ve lobiiller cevre dokulardan bazal membran ile ayrilmaktadir.

e Meme Kesiti

A. Siit Kanali

B. Lobiiller (Siit Bezleri)

C. Kanalin Siit Tutan Genis Kismi
D. Meme Ucu

E. Yag

F. Pektoralis Kasi

G. Gogiis Kemigi / Goglis Duvari
e Kanal Kesiti

A. Normal Kanal Hiicresi

B. Bazal Membran

C. Liimen (Kanal Merkezi)

Sekil 2.1. Memenin anatomisi (4).
Amerikan Kanser Dernegi’nin son istatistiklerine gore her 8 kadindan 1 tanesinde invaziv

meme kanseri gelismektedir ve 2013 tahminlerine gore;
e Yaklasik 232,340 yeni kadin hastaya invaziv meme kanseri teshisi konulacak.

e Yaklasik 64,640 yeni vaka karsinoma in situ (meme kanserinin erken ve yayilmamis

tipidir) teshisi alacak.

e Yaklasik 39,620 kadin ise meme kanseri sebebi ile dlecek.


http://www.cancer.org/
http://www.breastcancer.org/

Leading New Cancer Cases and Deaths — 2013 Estimates

Estimated New Cases*

Male
Prostate
238,590 (28%)
Lung & bronchus
118,080 (14%)
Ceolon & rectum
73,680 (9%)
Urinary bladder
54,610 (6%)
Melanoma of the skin
45,060 (5%)
Kidney & renal pelvis
40,430 (5%)
Mon-Hodgkin lymphoma
37,600 (4%)
Oral cavity & pharynx
29,620 (3%)
Leukemia
27,880 (3%)
Pancreas
22,740 (3%)

All sites
854,790 (100%)

Female

110,110 (14%)
Colon & rectum
69,140 (9%)

Uterine corpus
49,560 (6%)
Thyroid
45,310 (6%)
MNon-Hodgkin lymphoma
32,140 (4%)
Melanoma of the skin
31,630 (4%)
Kidney & renal pelvis
24,720 (3%)
Pancreas
22,480 (3%)
Ovary
22,240 (3%)

All sites
805,500 (100%)

Estimated Deaths

Male
Lung & bronchus
87,260 (28%)
Prostate
29,720 (10%)
Colon & rectum
26,300 (9%)
Pancreas
19,480 (6%)
Liver & intrahepatic bile duct
14,890 (5%)
Leukemia
13,660 (4%:)
Esophagus
12,220 (49%)
Urinary bladder
10,820 (4%)
Non-Hodgkin lymphoma
10,590 (3%)
Kidney & renal pelvis
8,780 (3%)
All sites
306,920 (100%)

Female

Lung & bronchus
72,220 (26%)

Breast
9,620 (14%)

24,530 (9%)
Pancreas
18,980 (7%)
Qvary
14,030 (5%)
Leukemia
10,060 (496)

MNon-Hodgkin lymphoma

8,430 (3%)
Uterine corpus
8,190 (3%)

Liver & intrahepatic bile duct

6,780 (2%)

Brain & other nervous system

6,150 (2%)
Al sites
273,430 (100%)

*Excludes basal and squamous cell skin cancers and in situ carcinoma except urinary bladder.
©@2013, American Cancer Society, Inc., Surveillance Research
Sekil 2.2. Amerikan Kanser Dernegi’nin yayimladigi yeni kanser vakalari ve kanser

oliimleri 2013 tahmin yiizdeleri (2).

Erken teshis ve gelismekte olan tedavi yontemleri ile meme kanseri sebepli 6liim oranlari
yillar gectikce diismektedir. Bu diisiis, biiyiik ihtimalle mamografik taramalarin artmasi,

daha 1yi cerrahi ve radyoterapi gibi bir¢ok faktoriin etkisi sonucunda ortaya ¢ikmaktadir.

Meme kanseri gelisiminde bir¢ok risk faktorii tanimlanmustir. Bunlar; etnik koken, cinsiyet,
yas, aile hikayesi, hormonal faktorler (6r: menopoz sonrasi hormon tedavisi), regl baglama
yasinin erken, menopoz yasinin ge¢ olmasi, hi¢ dogum yapilmamasi veya ilk dogumun geg

yasta yapilmasi, beslenme ve gevresel faktorlerdir (1, 5).
2.1.1. Meme Kanserinin Smiflandirmasi

Meme kanseri kompleks ve tek sebebe bagli olmayan genetik bir hastaliktir (6). Kalitsal,
ailesel ve sporadik olarak 3 grupta incelenmektedir. Ailede bir veya daha fazla kiside
meme kanseri goriilmesi halinde buna ailesel meme kanseri denilmektedir. Meme kanseri
ile birebir iliskisi tespit edilmis olan BRCA1 ve BRCA2 genlerinde mutasyon olmasi,
ailedeki kanserlerin erken yasta goriilmesi, ailede erkeklerde de meme kanseri goriilmesi
hastaligin kalitsal oldugunu isaret etmektedir. Kalitsal meme kanseri durumundaki kisilerin
yagsamlar1 boyunca meme kanserine yakalanma riskleri %85 gibi ¢ok yiiksek oranlarda
bulunmustur. Bu iki grubun disinda kalanlar ise ailesel ve kalitimsal bir baglantisi olmayan

sporadik (tesadiifi/rastlantisal) meme kanserleridir (2).



Meme kanserine sebep olan ve gelisiminde rol oynayan pek ¢ok gen (BRCAL ve BRCA2
gibi) tespit edilmis olsa da regiilasyonunda rol oynayan molekiiler mekanizmalar hala tam
olarak aciklanamamistir. Bu eksiklik, meme kanseri olusumunu Ongoriicii yeni

biyobelirteglerin aranmasini zorunlu kilmaktadir.

Yiiksek islem hacimli mikrodizin tabanli ifade profili teknolojilerinin gelismesi meme
kanserinde biiyiik 6l¢ekli galismalar1 kolaylastirmis ve meme kanserinin nedenlerini ve
olusumunu aydinlatacak pek ¢ok veri elde edilmis ve yeni biyobelirtegler ile 6zglin ve

tedaviye yonelik hedefler belirlenebilmistir (6).

Meme tlimoérleri; morfolojik, klinik, hormon reseptdr diizeyi, tedaviye yanitlarina gore
farkli 6zellikleri olan, heterojen timoérlerdir. Bu farkliligin sebebi, altta yatan hedef hiicre
(kanser hiicresi) sayisindaki farklilik, farkli onkogen aktivasyonu ve/veya tiimor
baskilayici gen fonksiyon kayiplarindaki degisik kombinasyonlardir (7). Bu nedenle
histolojik ve patolojik smiflandirmanin yaninda ifade mikrodizin g¢aligmalar1 sayesinde
meme kanseri molekiiler olarak da siniflandirilmistir ve bu siniflandirmanin daha kuvvetli

oldugu aciktir (8, 9).

|
Sekil 2.3. Meme kanserinin siniflandirilmasi ile ilgili tablo.

2.1.1.1. Meme Kanserinin Histolojik Siniflandirmasi

Meme kanserinin histolojik siniflandirmasi temel olarak kanserin hangi yapidan gelistigine
ve yayilma tipine gore olmaktadir. Duktuslardan yani siit kanallarindan ya da lobiillerden
yani siit bezlerinden gelismesine gore iki tiptir. Yapinin disina yayilmasiyla invaziv,

yapinin igerisinde kalmasiyla in situ olarak adlandirilir. Bunlar;



Duktal Meme Kanseri: Siit kanallarindan gelisir, en fazla goriilen kanser tipidir.

o Duktal Karsinoma in situ (DCIS): Meme kanserinin en erken ve in situ tiplerinin en
fazla goriilen formudur, anormal hiicreler meme dokusuna yayilmamistir. Ancak
yapilan ¢aligmalar tedavi uygulanmadigi takdirde DCIS’nin 1/3 oranda invaziv kansere
doniistiigiinii géstermektedir.

o Invaziv Duktal Karsinom (IDC): Kanser 6nce kanal iginde baslar sonra kanal
duvarini asar ve meme dokusuna bazen de meme disina yayilim gosterir. Invaziv meme

kanserlerinin yaklasik %80’ini olusturur.
Lobiiler Meme Kanseri: Siit bezlerinden gelisir ve daha seyrek goriiliir.

e Lobiiler Karsinoma in situ (LCIS): Lobiillerde anormal hiicrelerin bulunmasidir ve
yiiksek meme kanseri riskini gosterir.
« Invaziv lobiiler Kanser (ILC): Kanser hiicrelerinin lobiillerin disina gegtigi formudur.

Hiicreler meme i¢i veya meme digina yayilmstir (10, 2).
2.1.1.2. Meme Kanserinin Patolojik Simiflandirmasi

Meme Kanserinin patolojik siniflandirmasi temel olarak bazi reseptorlerin fazlaligina ve
azhigina gore yapilir. Ostrojen, progesteron ve HER2 reseptérlerinde fazlalik varsa pozitif,
tersi durumda negatif olarak adlandirilir. Ug reseptdr tipini de bulundurmayan halde ise
3’li negatif olarak isimlendirilir. Bu sekilde patolojik olarak; ER+, ER-, PR+, PR-, HER2+,
HER2- ve 3’li negatif olmak tizere 7 ¢esittir.

HER2’nin agir1 ifade edilmesi meme kanseri hastalarinin %20-%30’unda goriilmektedir.
Timoric HER2 ifadesi gosteren hastalarin hayatta kalma ve hastaligin tekrarlama siireleri
kisadir. Ayrica HER?2 ifadesi artan tiimorlerin meme kanserinde siklikla kullanilan bir ilag
olan Tamoxifen’e ve standart kemoterapiye diren¢ gosterdigi bilinmektedir (11, 12).
Trastuzumab  (Herceptin) HER2 reseptorlerin  hiicre-dis1  kismimi  hedefleyerek
fonksiyonunu bloke etmek icin tasarlanmis bir ilagtir ve HER2+ hastalarda
kullanilmaktadir. Bu tedaviyi alan hastalarin dmiir uzunlugunun arttig1 ve hastalarin %26-

31’lik bir kisminin ilaca cevap verdigi gosterilmistir (13, 14).

Meme kanserlerinin yaklasik %75°1 6strojen pozitiftir (ER+) ve Ostrojen hormonuna yanit

olarak gelisim gosterirler. ER+ meme kanserlerinde uygulanan 5 yillik Tamoxifen tedavisi



kanserin 10 yil icerisinde tekrarlama ihtimalini %39 oranda azaltirken, ortalama yasam

stiresini 15 yila kadar uzatabilmektedir (15, 2).

Reseptor ifade varligina gore yapilan patolojik siniflandirmalar, meme kanseri hastalarinin
tedavi siirecine karar verilmesi ve genel olarak reseptorler hedef alinarak gelistirilen
ilaglarin (Trastuzumab ve Tamoxifen gibi) dogru kullanilmasi agisindan biiyiikk 6nem

tasimaktadir.
Meme Kanserinde Tiimor Derecesi

Meme kanserinin timor derecesine gore siiflandirilmasi, kanser hiicrelerinin normal
meme hiicrelerine histolojik olarak benzerligine dayanir. Kanser hiicreleri bu agidan tiimor
derecesi 1, tiimor derecesi 2 ve tiimor derecesi 3 olarak gruplanabilir. Bu siniflandirmada
derece ne kadar yiiksekse, hiicreler normalden o kadar farklidir ve yayilma egilimleri
yiiksektir (3).

Son zamanlarda yapilan g¢alismalar gen ifade profilleri ile tanimlanan tiimor derecesi
Olgiisiiniin (Genomic grade index, GGI) histolojik tiimor derecesine oranla Kklinikte daha
aciklayict oldugunu gostermektedir. Bu smiflandirma ile tiimorler, tliimor derecesi ile
iliskili genlerin ifade profillerine goére belirlenerek diisik ve yiiksek derece olarak
isimlendirilen iki gruba ayrilmaktadir (16).

2.1.1.3. Meme Kanserinin Molekiiler Simiflandirmasi

Meme kanserinin kompleks bir hastalik olmasi ve meme tiimérlerinin farkli 6zelliklere
sahip heterojen tiimorler olmasi, hastaligin regiilasyonundaki mekanizmalarin
agiklanmasini ve bunun sonucunda da tedaviyi zorlastirmaktadir (6, 7). Bu eksiklik yeni
biyobelirteglerin aranmasini zorunlu kilmistir ve ifade mikrodizin ¢alismalari sayesinde,
histolojik ve patolojik smiflandirmanin yaninda meme kanseri molekiiler olarak da

siiflandirilmastir (8, 9).

Meme kanseri, Perou ve arkadaslari tarafindan 2000 yilinda yapilan kapsamli ve ¢igir agan
gen ifade analizi ¢alismasiyla once luminal hiicre benzeri, bazal hiicre benzeri, normal
epitel benzeri ve HER2+ grup olarak 4’e¢ ayrilmigtir (8). Daha sonra ise luminal tipin de

kendi arasinda luminal A ve luminal B olarak gruplanmasi ile 5 alt tipe ayrilmistir (9).
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Sekil 2.4. Gen ifade farkliliklarima bakilarak meme kanserinin molekiiler olarak

siiflandirilmasina ait heatmap goriintiisii (9).

Son olarak 2007 yilinda yapilan ¢aligsma ile bu alt tiplere siki baglanti proteinleri claudin 3,
4 ve 7 ve bir Ca bagimli hiicre-hiicre adezyon glikoproteini olan E-cadherin’in diisiik gen
ifadeleri ile karakterize claudin low eklenmistir. Boylece molekiiler olarak meme kanseri 6

alt tipe ayrilmistir (17).



Sekil 2.5. Gen ifade farkliliklarina bakilarak meme kanserinin molekiiler olarak
smiflandirilmasina ait claudin low alt tipini de iceren heatmap goriintiisii. 1:claudin low, 2:
bazal hiicre benzeri, 3: HER2+, 4: normal epitel benzeri, 5: luminal alt tipleri temsil
etmektedir (18).

e Luminal A tiim meme kanserlerinin yaklasik %40’ m1 olusturmaktadir ve molekiiler alt
tipler arasinda en sik gériilen meme kanseri tipidir (19).

e Luminal A, Luminal B alt tipi ile birlikte luminal epitel hiicrelere benzer bir gen ifade
profilleri oldugu i¢in bu ismi almislardir. Bu alt tipte TP53 geni mutasyonu negatif ve
Ostrojen reseptdr pozitiftir (20, 21). Toplam yasam siiresi bu hastalarda daha uzundur
(20).

e BRCA2 mutasyon tastyicilarinda Luminal A tip kanser gelisir (9).

e Luminal B alt tipi, Luminal A tipe benzemekle birlikte hastalik seyri olarak orta grupta
siniflandirilmaktadir.

e Normal meme bezlerinin bazal epitel hiicrelerine benzer bir gen ifade profilleri oldugu

icin bu adi1 almiglardir. TP53 geni mutasyonlar1 goriiliir ve Gstrojen reseptor negatiftir
(20, 21).



e HER2+ grup, ERBB2 (HER2/NEU) geninin asir1 ifadesi ile karakterizedir. Hastalik
seyri kotiidiir. Yasam stireleri daha kisadir ve metastazlar1 yaygindir (9).

e Bazal hiicre benzeri grubun heterojen oldugu ve alt gruplara boliinebilecegi
diistintilmektedir (22, 23).

e Bazal hiicre benzeri grubun ER, PR ve HER2 statiisii negatiftir ve genelde BRCA1
mutasyonu gortliir (9).

e Claudin low alt tipi de bazal hiicre benzeri grup gibi {li¢li negatiftir ve standart

kemoterapiye basal hiicre benzeri tipten sonra en az yanit veren gruptur (18).

Son yillarda yapilan calismalarda mikroRNA’larin bulunmasi ve hiicrede ¢ok Onemli
islevlere sahip olduklarinin gosterilmesi bu molekiilleri de meme kanseri olusumunda ve
gelisiminde rol alan siipheliler listesine koymustur ve mRNA ifade profilleri ile
aciklanamayan farkliliklar miRNA c¢ipleri ile arastirilmaya baslanmistir. miRNA ¢ipleri
sayesinde meme kanserine sebep olabilecek hedef miRNA’lar bulunmaya baslanmistir

ancak bu konuda sinirli sayida ¢aligma bulunmaktadir (24).

Ifade (gen ve miRNA) calismalarinin artmasi, bu sayede meme kanserinin molekiiler alt
gruplarin1 daha detayli tanimlayacak standart yontemlerin gelistirilmesi, molekiiler tiplerin
yeni alt gruplarinin ortaya c¢ikmasi ve bu gruplarin tedaviyi yonlendirmesi beklenen

gelismelerdir.
2.2. MikroRNA
2.2.1. MikroRNA’larin Kesfi

20 yil kadar 6nce miRNA’larin varligi ve 6nemi bilinmemekteydi. miRNA’larin énemine

iliskin ilk veriler 1993 yilinda ortaya konulmaya basland1 (25).

Ceanorhabditis elegans adli nematodda, larva donemlerinin zamana bagh gelisimi ve
diizenlenmesini kontrol eden genlerden biri olan lin-14 geninin fonksiyon kaybina yol acan
mutasyonlarin varliginda, yetiskin yapilarinda cesitli bozuklar ve larval gelisimde sorunlar
oldugu gozlenmistir. Yine daha 6nce yapilan calismalarla, gelisimsel oneme sahip bir
bagka gen olan lin-4’tin, lin-14 geninin regiilasyonunda etkin oldugu ortaya ¢ikartilmigtir
(26). Bu sonuglar 1s1ginda iki ayri ¢alisma grubundan Ambros ve arkadaslar1 lin-4 geni
tizerine yogunlasmayr segerken, Ruvkun ve e¢kibi lin-14 geni {izerine ¢alismaya

baglamiglardir. Ambros, Lee ve Feinbaum ile birlikte “open reading frame” olarak kabul



edilen kisimda “site-directed mutagenesis” yoluyla elde edilen mutasyonlarin lin-4 geni
fonksiyonunu degistirmedigini ortaya koymuslardir. Bdylece, lin-4 geninin protein
kodlamayacag1 sonucuna varmiglardir (25). Ayrica, elde edilen RNA’lardan birinin 22 nt,
digerinin ise 61 nt uzunlugunda oldugu goézlenmistir. Uzun olanimn; sap kismindan ilmik
olusturacak sekilde kivrilmis yapida oldugu (stem loop) ve kisa olan RNA’nin prekiirsorii
olabilecegi tahmin edilmistir. Ruvkun ve arkadaslari, lin-14 geninin post-transkripsiyonel
asamada baskilanabilecegini ve 3> UTR boélgesinin bu gelisimsel regiilasyonda tek basina
yeterli rol oynayabilecegini bulmuslardir (27). Boylece elde ettikleri verileri paylasan
Ambros ve Ruvkun ekipleri; lin-4 geni RNA’larinin lin-14 geni 3’UTR bdlgesindeki ¢esitli
alanlara komplementerlik gosterdigini bu durumun lin-4 gen firiinii ile lin-14 ifadesinin

baskilanmasi seklinde ortaya ¢iktigini vurgulamislardir (25, 27).

Precursor
l Dicer
~22 nt
microRNA
M g W
P — AN
Repression of lin-14 3’ UTR
translation

Sekil 2.6. lin-4 miRNA’ smin lin-14 geninin 3’ UTR bolgesine baglanarak translasyonunu

baskilamasini gosteren sekil (28).

Lin-4 geni ile iliskili RNA’nin kesfinden 7 y1l sonra gelinen noktada, nematodlarda baska
“kodlanmayan RNA’lar” bulunmazken, nematodlar disindaki canlilarda da lin-4 benzeri
RNA orneklerine rastlanmamistir. Bu durum, C. elegans’nin gelisimsel zamanlamasini
kontrol eden genlerden biri olan let-7’nin kesfedilmesiyle degismistir. Let-7 geni de
yaklasik 22 niikleotidlik bir RNA kodlamakta ve bu RNA, tipki lin-4’de oldugu gibi,

nematodun gec¢ larval evreden yetiskin hale geg¢mesinde, yani gelisimin zamansal
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kontroliinde etkili olmaktadir. 2000 yilinda yapilan bu c¢alisma ile let-7 geninin
aktivitesinde kayip yasandiginda larval hiicrelerin yetiskin evrede tekrar gozlendigi, let-7
geni aktivitesi artiginda ise erken gelismelerin oldugu saptanmistir. Yine let-7 genin, larval
gelisimde etkili olan lin-41 geninin 3’UTR bolgesi iizerinde iki farkli yere komplementer
oldugu gozlenmistir (29). Daha sonra yapilan galismalarda lin-4 geninin aksine let-7 genin
evrimsel olarak, sinekten insana kadar uzanan farkl tiirler arasinda korundugu anlasilmis
ve miRNA’larin diger organizmalarda da onemli olabilecegine dair ilk bulgular elde
edilmistir. Ornegin insanlarda, iglerinde beyin, timiis, bobrek, akciger, karaciger, dalak gibi

organlarin da oldugu pek ¢ok dokuda farkli ifade diizeylerinde tespit edilmistir (30).

Larval gelisimin zamansal kontroliindeki rolleri nedeniyle lin-4 ve let-7 gibi genler
oncelikli olarak “small temporal RNA” (kiiglik zamansal RNA’lar) (stRNA) olarak
adlandirilmiglardir. Bununla birlikte bir yil gibi bir siire igerisinde, insan, hayvan ve sinek
hiicrelerinde kiiciik RNA’lar1 klonlayan ii¢ farkli laboratuvarda yaklasik 100’{in {izerinde
gen bulunmus ve Drosophila’da 20, insanda 30, solucanlarda 60 yeni “kodlanmamis
RNA’ya “ iligkin gen tespit edilmistir. Kesfedilen genler ilmikli bir prekiirsor yapiya sahip
RNA sentezine neden olmakta, ¢ogunlukla evrimsel olarak korunmakta ve lin-4 ve let-7’ye
yapisal olarak benzemekle beraber, farkli olarak pek cogunun degisik gelisimsel evreler
sirasinda ifade edilmedigi, daha c¢ok belirli hiicre tiplerinde ifade edildikleri fark edilmistir.
Boylece, bu fonksiyonlar1 tam olarak anlasilamayan yapilar i¢in “mikroRNA™ ifadesi

kullanilmaya baslanmistir (28).

2.2.2. MikroRNA Biyogenezi

mikroRNA’lar, {ic asamada meydana gelir. ilk olarak miRNA genlerinden primer miRNA
(pri-miRNA)’larin transkripsiyonu gerceklesir. Ikinci adimda pri-miRNA’lar prekiirsor
MIRNA (pre-miRNA)’lara niikleus iginde doniistiiriiliir ve son adimda sitoplazma iginde

olgun miRNA’larin olusumu gergeklesir (Sekil 2.7) (31).

mikroRNA’lar, primer transkript (pri-miRNA) olarak RNA polimeraz II enzimi tarafindan
sentezlenir. Pri-miRNA (500-3000 baz), cap (sapka) ve poli A kuyruguna sahip sap-ilmik
yapisindadir. Cekirdekte pri-miRNA, RNAaz Il enzim ailesinin bir endoniikleaz1 olan
Drosha ve kofaktorii Pasha (DGCRS) tarafindan yaklasik olarak 70 niikleotid uzunlugunda
olan pre-miRNA’ya donistirtlir (32). Cift iplikli RNA baglayici bir protein olan
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Pasha’nin bir niikleaz olan Drosha ile olusturdugu komplekse mikroislemci kompleks adi
verilir (33).

Pre-miRNA bir niikleer tasima reseptorii olan Exportin 5 ve niikleer bir protein olan RAN-
GTP’ye bagmmlh sekilde sitoplazmaya tasinir (34). Sonrasinda, pre-miRNA’lar
sitoplazmada RNAaz Il enzim ailesinden Dicer adli endoniikleaz ile kesilerek 18-24
niikleotid uzunlugunda ¢ift zincirli miRNA: miRNA dubleksine gevrilir (35). Dicer, ayni
zamanda RNA ile tetiklenmis susturma kompleksi (RNA-induced silencing complex;
RISC) olusumunu da baslatir (36). Dicer, pre-miRNA’nin sap-ilmigini kestikten sonra,
mMiRNA:MiRNA dubleksinden sadece biri olusan RISC kompleksine dahil olur. RISC
kompleksinin iginde yer alan bir RNAz olan argonotun (AGO) etkisiyle iki iplikten
genelde 5’ ucu daha kararh olani segilip komplekse dahil edilir (kilavuz iplik). Diger iplik,
anti-kilavuz veya yolcu iplik olarak adlandirilir ve RISC kompleksinin substrati olarak
sindirilir. mikroRNA’lar RISC kompleksine dahil olduktan sonra, ya argonot (AGO)
proteinleri yardimiyla mRNA’nin yikimina ya da protein translasyonunun baskilanmasina

neden olurlar (37).

‘ miRNA gene
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Sekil 2.7. miRNA biyogenezinin basamaklarini gosteren sekil (38).
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miRNA dupleksinin her iki zinciri de esit etkiye sahip degildir ve hangi zincirinin olgun
miRNA olacagina dair karar kalitsal etkenlerin 1s181inda belirlenir. Bu durumda etken olan
en onemli 6zellik termodinamik etkilesimlerdir (39). Genellikle miRNA’nin daha stabil
olan 5’ ucuna sahip zinciri olgun miRNA olarak se¢ilirken, diger zincir degrade olur (40).
Yine de giliniimiizde ileri sekanslama yontemleri kullanilarak yapilan ¢aligmalar miRNA*
olarak ifade edilen ve mRNA ile birlesmeyen yapiin her zaman degrade olmadigini ve

etkin olabilecegini ortaya koymustur (41).
2.2.3. MikroRNA’larin Etki Mekanizmasi

Olgun mikroRNA’lar; ortalama 20 niikleotid uzunluga sahip, kodlanmamis RNA (non-
coding RNA) o6zelliginde ve tek zincirli yapilardir. Gen ekspresyonunu; hedef mRNAnin
genellikle translasyona ugramayan 3’UTR kismina, bazen de 5 UTR bdlgesine baglanarak,

post-transkripsiyonel gen regiilasyonu seklinde etkilerler (42, 43).

mikroRNA’lar gen ifadesini; mRNA parcalanmasi veya translasyonunun inhibisyonu

seklinde iki yolla durdurabilirler (42).

mRNA’ya tam olarak komplementerlik ve baglanma goriilen durumlarda, MRNA
parcalanmasi ile gen ifadesinin susturulmasi gozlenir (44). mRNA parcalanmasi
gerceklestiginde, kesim kismi miRNA’nin 10 ve 11 numarali birimleri ile niikleotid c¢ifti
arasindadir. Komplementerlik tam saglanamasa da bu durum degismez. miRNA’nin 2-8
numaral1 niikleotidleri arasindaki bolge “seed” bolgesi olarak adlandirilmaktadir. Bu bolge
mRNA ile baglantinin birebir oldugu, miRNA tahminlerinin de yapilmasini saglayan bir
bolgedir (Sekil 2.8) (45). Bu bize, kesim veya par¢alanma noktasinin hedef ile miRNA
arasindaki baz c¢ifti baglantisiyla alakali degil, miRNA’daki birimlerle iliskili oldugunu
gostermektedir, yani 6nemli olan dogru birimlerdeki komplementerlik durumudur. mRNA
parcalanmasi isleminden sonra miRNA bir biitlin olarak kalir ve islevini devam ettirebilir

(42).
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Sekil 2.8. miRNA’nin hedef mRNA’nin 3° UTR bolgesine baglanmasi (45).
2.2.4. MikroRNA’larin Adlandirilmasi ve miRBASE Veritabani

mikroRNAlar, son {iriinii yaklasik 22 niikleotid uzunlugunda fonksiyonel bir RNA olan ve
kodlanmamis (non-coding) RNA gen ailesinin bir iiyesi halinde yapilardir. Hedef genlere
ait mRNA’larin komplementer bolgelerine baglanarak, mRNA degredasyonun veya
translasyonun baskilanmasii saglayip gen ifadesinin kontroliinde rol alirlar. miRNA
biyogenezi biiyilkk oranda aydinlatilmis durumdadir. Hayvan hiicrelerinde miRNA
ekspresyonu iki basamakta olmaktadir. miRNA’lar pri-miRNA olarak adlandirilan primer
transkriptler halinde sentezlenirler. Bu transkriptler birden fazla miRNA igerebilirler. Daha
sonra sa¢ tokasi yapisi igeren yapilara doniistirler ve RNAse III benzeri bir enzim olan
Dicer ile islenmek tizere sitoplazmaya salinirlar. “miR” ile simgelenen olgun miRNA pre-

mir ad1 verilen, sa¢ tokasi yapisina sahip sekans iizerinden olusturulmustur (46, 47).

miRNA sekanslarint isimlendirmek ve ulasilabilirligi olmasi amaciyla “miRBASE”
veritabant olusturulmustur. MiRBASE veritaban1 genelde senede bir defa tamamen
glincellenerek yeni siirimiinii (release) yayimlamaktadir. En son 2013 yilinin Haziran

ayimda 20. siirlimii yayimlanmuistir.

MIRBASE veritabanina, isimlendirme sirasinda karmasa olmasini engellemek ve
veritabanini etkili kilmak amaci ile, sadece kesfi kanmitlanmis ve kesif yoOntemleri
anlatilarak bir makale ile yayimlanmig mikroRNA’lar kaydedilmektedir. Buna gore sistem,
yeni kesfedilmis miRNA’larin deneysel olarak klonlanmasini, ifade ve islevlerinin
kanitlanmasim1 ~ gerektirir. mikroRNA isimleri {i¢-dort harflik kisaltmalardan ve
rakamlardan olusur. Tir isimleri {i¢ harflik bir kisaltma ile ismin en Oniinde yer alir.
Ornegin; insana ait bir mikroRNA icin (homo sapiens) “Asa” kisaltmasi kullanilir. Yine

“hsa-miR-100-/ ” 6rneginde oldugu gibi “miR” kisaltmasinin kullanilmasi, olgun bir
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miRNA oldugunu belirtirken “mir” kisaltmasi bahsi gegen sekansin pre-miRNA’ya ait

oldugunu vurgular (46, 47).

“100” rakami ise kesif sirasina gore “101”  rakamli mikroRNA’dan daha once
bulundugunu gosterir. “1” veya “2” gibi rakamlar genomun farkli noktasindan ifade
edilmis iki farkli pre-miRNA’ya ait olgun miRNA’larin birebir ayni oldugunu, “100a” ya
da “100b” gibi ifadeler ise olgun miRNA’larin bir iki niikleotid disinda hemen hemen

benzer sekanslara sahip olduklarini gosterir (46, 47).

miRNA¥* olarak isimlendirilen yolcu iplik yapisinin her zaman degrade olmadiginin ortaya
cikartilmas1 (41) , ayrica programlarda ve aramalarda * isaretiyle alakali yasanan
problemler nedeni ile MiIRNA-miRNA* isimlendirme sistemi Nisan 2011°de yayimlanan
17. stirimde degistirilmistir. Yeni isimlendirme sisteminde miRNA adlarinin sonuna hangi
kola (3’ veya 5°) ait olduguna gore -3p ve -5p getirilmeye baglanmistir. Ancak kayitli her
miRNA i¢in bu isim degisikligi heniiz gergeklestirilememistir (48). Heniiz tam olarak
standart bir sistem oturtulamadig@i i¢in MiRNA isimlendirmesi ¢esitli karigikliklara yol

acabilmektedir.

Glinlimiiz itibariyle miRBASE veritabaninda 24521 kayit yer almaktadir.

€ & € # [ wwwmirbaseorg/cgib

miRBase

Home || Search il Browse il Help il Download § Blog Bl Submit § hsa-mir-1-1

Stem-loop sequence hsa-mir-1-1
UGS MIO000651

Previous IDs iECRUTST]

ST B HGNC:MIR1-1

DI Ll Homo sapiens miR-1-1 stem-loop

(NN ET T MIPFO000038; mir-1

This textis a summary paragraph taken from the Wiipedia entry entited mir-1 microRNA

ily. miRBase and Rfam are fadiitating community annotation of microRNA families and entries in Wikipedia. Read more

The miR-1 microRNA precursor is a small micro RNA that regulates its target protein's expression in the cell. microRNAs are transcribed as ~70 nucleotide precursors and subsequently processed by
the Dicer enzyme to give a ~22 nudleotide products. In this case the mature sequence comes from the 3' arm of the precursor. The mature products are thought to have regulatory roles through
[TV A complementarity to mRNA. In humans there are two distinct microRNAs that share an identical mature sequence, these are called miR-1-1 and miR-1-2. These micro RNAs have pivotal roles in
EYT et development and physiology of muscle tissues including the heart. MiR-1 is known to be involved in important role in heart diseases such as hypertrophy, myocardial infarction, and arrhythmias.
Studies have shown that MiR-1 is an important regulator of heart adaption after ischemia or ischaemic stress and it is upregulated in the remote myocardium of patients with myocardial infarction. Also
MiR-1 is downregulated in myocardial infarcted tissue compared to healthy heart tissue. Plasma levels of MiR-1 can be used as a sensitive biomarker for myocardial infarction.

Show Wikipedia entry Edit Wikipedia entry

Stem-loop

ey
a 2
Get sequence

4833 reads, 3.36e+03 reads per million, 46 experiments

Deep Jg

Sekil 2.9. miRBASE veritabaninda insan pre-miRNA’s1 hsa-mir-1-1’¢ ait ekran goriintiisii
(48, 47).
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2.3. MikroRNA ve Meme Kanseri

miRNA’lar ilk kez 2001 yilinda potansiyel regiilator rolleri olan kiiciik RNA molekiilleri
olarak kesfedilmis ve mikro RNA (miRNA) olarak adlandirilmiglardir (28). miRNA
ifadelerinin kanserlerde genellikle disregiile oldugunun bulunmasi bu molekiilleri 6ncelikli
hale getirmistir. MiRNA’larin kanserde potansiyel regiilatdr roliinde olabilecekleri bazi
onemli gozlemler ile ortaya atilmistir. Ilk miRNA C. elegans ve meyve sinegi
Drosophila’da bulunmus ve hiicre gogalmasini ve 6liimiinii kontrol ettikleri gosterilmistir
(25, 49). Bu da miRNA disregiilasyonlarinin kanser gibi proliferatif hastaliklara katki
saglayacagin1 akla getirmistir. Bir baska bulgu da miRNA’larin genellikle genomun
kirilgan bolgelerinde ya da kanserlerde genellikle silinen ya da artan bolgelerde yer
aldiklaridir (50). Ugiincii olarak tiimor dokularinda ve kanser hiicre hatlarinda, normal ile
kiyaslandiginda daha fazla kontrolsiiz miRNA ifadesi oldugu bulunmustur (51, 52). Her ne
kadar bu gozlemler miRNA’larin kanserde potansiyel diizenleyici rolii iistlenebilecegini
gosterse de miRNA’larin maligneteye doniisiimde sebep mi sonu¢ mu oldugu hala

tartisilmaktadir.

mMiRNA molekiilleri agagida belirtilen sebeplerden dolay1 potansiyel kanser biyobelirtecleri

olarak adlandirilabilirler.

e miRNA ifadelerinin kanserlerde anormal seyrettigi bilinmektedir (53, 54).

e miRNA’lar hastaliga ya da dokuya 6zel ifade profilleri gostermektedirler (54).

e miRNA’lar, taze dondurulmus, formalin ile tespit edilmis ya da parafine gdmiilmiis
dokularda iyi korundugu gosterilmis kararli ve dayanikli molekiillerdir (55, 56).

e mMiRNA’larin meme kanserinin §strojen ve progesteron reseptor ifade seviyesi, tiimor
evresi, invazyon ve ¢ogalma indeksi gibi klinik 6zellikler ile iliski icerisinde oldugu

caligmalarla gosterilmistir (57, 58, 59, 60).

Literatiirde meme kanserinde miRNA ifade profillerini arastiran mikrodizin ¢alismalar1 yer
almaktadir (57, 61, 60, 24, 62). Bu ¢alismalarin yaninda, i¢inde meme kanserinin de yer
aldigr bircok kanser tiirline aym1 anda bakan miRNA ifade profili calismasi da
bulunmaktadir (63, 54).

Meme kanseri konusunda yapilan miRNA ifade caligmalari, miRNA’larin meme kanserini
simiflandirmada ve hastalifin gidisatin1 belirlemede 6nemli bir yere sahip oldugunu

gostermektedir. 6 meme timorii ve 34 normal doku ile yapilan mikrodizin ¢alismasinda
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timor ve normal dokular1 birbirinden farkli ifade profilleri ile ayirt edebilen 29 tane
miRNA tanimlanmistir ve ek olarak 15 miRNA’nin da meme tiimdriinii normalinden ayirt
ettigi kantitatif PZR ile gosterilmistir (57). Ayrica miRNA ifade profillerinin ER ve PR
ifadesi (miR-30) ve timor derecesi (MiR-213 ve miR-203) gibi patolojik verilerle de
iliskili oldugu gosterilmis (61) ve bu galismalara ek olarak erken meme kanserlerinde miR-
195 ve miR-154 ifadeleri ER pozitivitesiyle ters iligkili olarak bulunmustur (60). Romero-
Cordoba ve arkadaslari, 29 meme tiimor dokusu ve 21 meme normal dokusu ile ¢alismis ve
tiimor dokuyu normalden ayirabilen 130 tane miRNA oldugunu gostermislerdir. Bulunan
miRNA’larin hedef genleri ile yapilan yolak analiz ¢alismalar1 ERBB2, YY1 gibi
onkogenleri, bazi MAP kinazlar1 ve FOXA1 ve SMAD4 gibi bilinen bir takim timdor
baskilayici genleri isaret etmistir (24).

Meme Kanseri ve Let-7 Ailesi

Ifade calismalar;, miRNA’larin meme kanserini de igeren bircok kanser tipini
siniflandirmada 6nemli bir yere sahip oldugunu gostermektedir. Bu miRNA’lara 6rnek

olarak let-7 ailesinin iiyeleri verilebilir.

Meme kanserinde dnemli bir aile olan let-7 ailesi gesitli kanser tiplerinde ifade degisikligi
gosterdigi bilinen miRNA’lardan olusmaktadir. Insanda 10 tane iiyesi vardir (64). Meme
kanserini de i¢ine alan gesitli kanser tiplerinde let-7 ailesi tiyelerinin miktar1 azalmustir.
Akciger kanseri hiicre hatlarinda let-7 ailesinin ifade artisinin hiicre dongiisiiniin
ilerleyisini baskiladigi ve hiicre bolinmesini azalttigi gorilmistiir. Timor gelisimini
kontrol eden let-7 mekanizmasi Ras, HMGA2 ve kaspaz genlerini hedef alarak etki
etmektedir (65, 66). Ayrica siklin D1, D3, A, CDK441, CCNA2, CDC25A, CDK6, CDKS8
gibi birgok Onemli hiicre dongiisiinii kontrol eden gen de let-7 ailesi tarafindan
baskilanmaktadir. Meme kanseri hiicre hatlarinda yapilan bir ¢aligmada kendi kendine
yenilenen ve farklilasmis hiicrelerdeki miRNA ifadeleri karsilastirilmis ve let-7 ailesi
ifadesinin memedeki tiimor baslatici hiicrelerlerde azaldigi gosterilmistir ve memedeki
timor baslatic1 hiicrelerlere let-7 uygulamasi1 metastaz kapasitelerinin azalmasina neden
olmustur. Let-7 ailesinin onkogenik hedefleri arasinda H-RAS ve HMGAZ2 bulunmaktadir
ve let-7’lerde ifade artis1 goriilen durumda bu genlerin ifadeleri azalmaktadir. MAPK
inhibisyonu MYC tarafindan LIN28 transkripsiyonunu azaltmaktadir ve let-7 biyogenez
inhibitorii olan LIN28’in ifadesinin let-7 ifadesinin arttigt durumda meme kanser
hiicrelerinde azaldig1 gorilmiistiir (67, 68, 69, 65, 66, 70).
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2.4. Mikrodizin Yontemi

Molekiiler biyolojideki geleneksel metotlar genellikle bir deneyde bir lokus analizi ile
siirlidir (71). Bu demektir ki gen fonksiyolarimin biitiin resmini gérmek bu yontemlerle
zordur. Mikrodizin teknolojisi ile bir organizmaya ait biitiin genom bir ¢ip {lizerinde
goriintiilenebilmekte ve bu sayede aymi anda binlerce genin birbirleriyle olan

etkilesimlerini gormek miimkiin olmaktadir.

Bir zemin iizerinde sabitlenmis sentetik gen dizileriyle serbest niikleik asitleri
melezlestirme (hibridizasyon) diistincesi molekiiler biyolojinin 6nemli adimlarindan biri
olmustur. DNA mikrodizin yontemi aktif proteinlere ¢evrilebilen ya da cevrilemeyen
RNA’larin saptanmasinda kullanilabilir ve bu tip analizler “ifade analizi” seklinde

adlandirilir (72).
2.4.1. Mikrodizinin Tanimi ve Temeli

Mikrodizin genellikle silikon, naylon membran veya cam yapidaki kati yiizeyler (¢ip)
iizerinde kiiciik alanlara yerlestirilmis milyonlarca birbirine denk tek iplikli DNA
parcaciklari (prob) aracilifiyla bir genomda depolanmis olan bilgilerin hibridizasyon
temeline dayanan bir yontemle incelenmesi teknigidir. Bu yontem ile bir organizmanin tiim
genleri ¢ok kiiclik bir alanda incelenebilir ve binlerce genin ifade seviyeleri ayni anda

calisilabilir.

Mikrodizin teknolojisi DNA’nin bilinen bir gen ya da fragment ile hibridizasyonu temeline
dayali “Southern Blot” tekniginden tiiretilmistir. Membran yerine cam vb. kat1 yilizeylerin
kullanilmas1 ve sagliga zarar1 bilinen radyoaktif isaretleme ydnteminin yerini fluoresan
isaretlemenin almast ve baglanmayr saglayan yontemlerin hassaslastirilmas: ile

caligmalarin verimi ve dolayisiyla elde edilen bilginin de miktart artmistir (72).

Yiizeye tutturulan bu DNA segmentlerinin (20 ile 100 ya da daha fazla niikleotid
uzunlugunda olabilir) binlercesi tek bir ¢ipte birlikte kullanilabilmektedir. Uygulanan
yontem ve amag farkliliklart olmakla birlikte, “mikroc¢ip”, “DNA ¢ip” ve “DNA array” gibi

tanimlamalar da benzer uygulamalari ifade etmek icin kullanilirlar.
2.4.2. Mikrodizin Teknolojisinin Kullanim Alanlar:

Mikrodizin teknolojisi ayni anda binlerce gen tespiti saglayan yiiksek islem hacimli bir

yontemdir. Bu nedenle; gen ifadesi farkliliklarinin tespiti (normal-hasta), hastalik tanist,
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mutasyon ve polimorfizim tespiti, patojen analizi, farmakogenetik (ilag kesfi),

toksikogenomik ¢alismalarinda siklikla kullanilmaktadir
2.4.3. Mikrodizin Platformlar:

Mikrodizin teknolojisi i¢in kullanilan ¢ipler giiniimiizde c¢ok cesitli firmalar tarafindan
uretilmektedir. Bu firmalar arastirmacilarin istedikleri ¢ipleri de tasarlayabilmektedir.
Affymetrix, Illumina, Agilent ve Roche NimbleGen bu firmalardan en bilinenler arasinda

sayilabilir.

Mikrodizin verilerinin kiyaslanabilir hale getirilmesi, sistemik sorunlarin elimine edilmesi
ve boylece biyolojik farkin korunmasi amaci ile gerceklestirilen islemlerin timii “6n
isleme” olarak adlandirilmaktadir. On isleme; arka planm ¢ikarilmas: (Backround
correction), normalizasyon (Normalization) ve Ozetleme (Summarization) olarak 3
asamadan olusmaktadir (73). Spotlardan gelen sinyaller ¢ogu zaman sadece veriye ait
olmayip; isaretli 6rneklerin spesifik olmayan baglanmalari, yitkama asamasindan kaynakli
artiklar ve tarayici kaynakli arka plan giiriiltiisiinii de barindirmaktadir. Dogru veri
analizinde ‘“background correction” bashgi altinda bu girilti elimine edilir.
Normalizasyon adiminin amaci ise Orneklerdeki ifade degerlerinin ayni kosullarda elde
edilememis olmasi nedeniyle dogru karsilastirma ortami yaratabilmek i¢in karsilastirilabilir
hale getirmektir. Her gen prob seti dedigimiz 11-20 arasinda degisen sayidaki problarla
ifade edildiginden 6zetleme asamasinda ayni prob setine ait prob degerleri tek bir ifade
degeri verecek sekilde dzetlenir (74). On isleme yontemlerine 6rnek olarak Affymetrix
firmasinin yalnizca kendi prob tasarimina uygun olarak gelistirdigi MASS ve son yillarda
cok tercih edilen, ayn1 zamanda farkli platformlar i¢in giivenli sonu¢ veren RMA (Robust

multiarray algorithm) verilebilir.
2.4.4., Mikrodizin Veritabanlar

Mikrodizin ham verilerinin, hatta deneylerde kullanilan 6rneklerin klinik ve/ veya patolojik
ozelliklerinin bulundugu veritabanlar1 bulunmaktadir. Bu veritabanlari, ¢aligsmalarin
verilerinin ve yapilis sekillerinin belli bir standartta ulasilabilir olmasi i¢in koyulan
MIAME (Minimum information about a microarray experiment) kriterleri dogrultusunda

veri ve bilgi paylasimi1 yapmaktadir (75).

MIAME kriterlerine gore ham veri, islenmis veri, deney ile ilgili doz vb. temel bilgiler,

ornek-veri iligkileri de dahil olmak {izere deneysel tasarim, platform ile ilgili gen
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tanimlayicilar ve genomik koordinatlar gibi anotasyon bilgileri, gerekli laboratuvar ve veri

isleme protokolleri (6r: normalizasyon yontemi) bu veritabanlarinda ulasilabilir olmalidir

(75).
Bu halka agik veritabanlarindan en énemlileri sunlardir;

e Gene Expression Omnibus: GEO; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/

e ArrayExpress; http://www.ebi.ac.uk/arrayexpress/

Gene Expression Omnibus: GEO

Gene Expression Omnibus Amerika kdkenli ve diilnyanin en kapsamli biyolojik veritabani
olan NCBI’'nin (National Center for Biotechnology Information) altindaki mikrodizin

veritabanidir.

Glinlimiiz itibariyle bu veritabaninda 43431 calisma (bu calismalarin 3413 tanesi GEO
calisanlarinca kontrol edilmis olan “dataset” lerdir.), bu caligmalarin icinde toplam

1040448 tane 6rnek ve 12310 ¢esit platform bulunmaktadir.

GEO veritabanin1 kullanarak c¢alismalar ve c¢alismanmn yapildigi platform hakkinda
kapsamli bilgi edinmek, bu platformda yapilan baska g¢aligsmalara erismek, orneklerin

klinik bilgilerine ulagsmak ve basit analizler yapmak miimkiindiir.

y 2 Home - GEO - NCBL x ‘ \

€ & C fi [ wwwncbinimnihgov/geo/

22 NCBI  Resources [ HowTo @
GEOHome | Documentation ~ | Query&Browse ~ | Email GEO

Gene Expression Omnibus

d Gene Expression Omnibus

GEO s a publicfunctional genomics data repository supporting MIAME-compliant data submissions. Array- an
‘00ls are provided to help users query and download experiments and

Browse Content

Getting Started Tools

Overview

FAQ

About GEO DataSets
About GEO Profiles
About GEO2R Analysis
Howto Construct a Query

How to Download Data

Information for Submitters

Loginto Submit

Searc for Studies at GEO DataSets Repository Browser
Search for Gene Expression at GEO Profiles DataSets 3413
Series: 43428

Analyze a Study with GEOZR Platiorms: 12310

Search GEO Documentation

GED BLAST Samples: 1040448

Programmatic Access

FTP Site

| NLM | NIH | Email GEO | Disclaimer | Accessibility |

Sekil 2.10. GEO veritabaninin ana sayfasina ait ekran goriintiisii (76).
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ArrayExpress

ArrayExpress Avrupa kokenli biiyiik ve kapsamli bir biyolojik veritabani olan EBI’nin

(The European Bioinformatics Institute) altindaki mikrodizin veritabanidir.

Giliniimiiz itibariyle bu veritabaninda 44718 c¢alisma ve bu calismalarin i¢inde toplam

1266435 tane 6rnek bulunmaktadir.

ArrayExpress veritabanini kullanarak da calismalar ve c¢alismanin yapildigi platform
hakkinda kapsamli bilgi edinmek, bu platformda yapilan baska caligmalara erismek,

orneklerin klinik bilgilerine ulasmak ve basit analizler yapmak miimkiindiir.

F % ArrayExpress < EMBL-EBL % ‘7 —— - -, - w

<« C A  [) wwwebiacuk/arrayexpress/

Cookies on This website uses cookies to store a small amount of information on your computer, as part of the functioning of the
EMBL-EBI site. Cookies used for the operation of the site have already been set.

website To find out more about the cookies we use and how to delete them, see our Cookie and Privacy statements.

Dismiss this notice

Services | Research  Training = About us

Search

= E2

MATEVIEA | Neoo Examples: EMEXP-31, cances, i3, Geuvadis P
Ty LA :

Home | Experiments = Arrays | Submit i Help | About ArrayExpress . Feedback = /# Login

ArrayExpress - functional genomics data

ArrayExpress is a database of functional genomics experiments that can be queried and the data downloaded. It includes gene expression
data from microarray and high throughput sequencing studies. Data is collected to MIAME and MINSEQE standards. Experiments are ° 44729 experiments

submitted directly to ArrayExpress or are imported from the NCBI GEO database ¢ 1267349 assays
o 18.97 TB of archived data

Updated yesterday at 06:00

3 December 2013 - Christmas and New Year data release and submissions

Like many of our users and submitters, ArrayExpress staff will be on leave. If the release date of your experiment(s) falls in the holiday period but the work is not published yet, please change it now.
If you're submitting data this month, please allow extra time for the processing of your submissions, as it may not be processed until staff return after the break. For any urgent requests, please email
us at miamexpress@ebi.ac.uk. Merry Christmas from the ArrayExpress team!

Information about how to search ArrayExpress, understand ArrayExpress Bioconductor package: an R package to Discover up and down regulated genes in numerous
search results, how to submit data and FAQ can be found in access ArrayExpress and build data structures, experimental conditions in the Expression Atlas
our Help section.

Programmatic access: query and download data using web Explore the Experimental Factor Ontology used to support
Find out more about the Functional Genomics group. services or JSON queries and an 55 data.

FTP access: data can be downloaded directly from our FTP
ey

Sekil 2.11. ArrayExpress veritabaninin ana sayfasina ait ekran goriintiisii (77).
2.5. Meta-analiz

Meta-analiz, ayn1 konuda farkli yer, zaman ver merkezlerde yapilmis olan arastirma
sonuglarmi niteliksel ve niceliksel olarak birlestirmeye yardimci olan istatistiksel bir

yontemdir (78).

Veritabanlarina yiiklenmis olan bagimsiz mikrodizin ham verilerinden daha fazla bilgi
saglamak meta-analiz yontemiyle miimkiin olmakta ve var olan veriyi degerli kilmaktadir.
Ciddi biitgelerle yapilan mikrodizin ¢aligmalarinin ¢esitli meta-analiz yontemleriyle bir

araya getirilmesi her bir calismanin kendi basina ortaya cikartamayacagi sonuglarin
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almmasinda onemlidir. Ornegin meme kanserinde farkli ifade edilen transkriptlerin
bulunmasina yardimci olurken, meme kanseri olusumunu ve gelisimini daha iyi
anlayabilmek igin kullanilacak genellenmis ve sabit biyobelirtegler elde edilmesine de
olanak saglamaktadir. Meta-analiz ¢alismasi pek ¢ok veriyi bir araya getirme sansi tanidigi
icin, elde edilen sonuglar yalmizca bir vakaya Ozel degildir ve daha genel bilgiyi

yansitmaktadir.

Meta-analiz yonteminde, farkli caligmalardan elde edilen verilerin bir araya getirilmesi
asamasinda en biiylik problem verilerin farkli platformlardan geliyor olmasidir ve ¢ogu
meta-analiz yaklasiminda farkli platformlara ait verilerin birbirleriyle kiyaslanabilir hale
getirilmesi i¢in ortak bir normalizasyon yonteminden gegirilmeleri gerekmektedir. GEO ve
ArrayExpress gibi veritabanlarindan ham verilere ulasmanin en biiyiik faydasi karar verilen

normalizasyon yonteminin islenmemis verilere esit kosullarda uygulanabilmesidir.

Genel anlamda meta-analiz yaklasimlar1 iki biiyiik grupta incelenebilir. Bunlardan ilki
caligmalarin once bireysel olarak analiz edilmesi ve sonrasinda sonuglarin istatistiksel
yontemler kullanilarak bir araya getirilmesidir, ikincisi ise c¢alismalarin ham verilerinin
hi¢bir islemden gecirilmeden ve biitiin farkliliklar yok sayilarak bir araya konulmasi ve tek
bir ¢alisma gibi analiz edilmesidir (Naive meta-analiz yontemi). Bu yontem, ¢aligmalarin
farkli laboratuvarlarda, farkli platformlarda ve farkli zamanlarda gergeklestirildigi
diistiniilirse istatistiksel yontemlerle giiglendirilen diger yonteme gore daha fazla veri

kaybina sebep olabilir.

Bu genel gruplandirmanin altinda meta-analiz yontemleri ¢ok ¢esitli ve birgok parametreye
bagl olarak neredeyse her ¢calismanin kendisine 6zgiidiir. Calismalarin yapilis sekline gore
bir araya getirilirken bazi etkiler yok sayilmakta, bazilar1 ise dahil edilmektedir (6r:

platform etkisi).

Meta-analiz yontemleri farkli kanser tiplerinde ve ¢esitli hastaliklarda her gecen giin daha
fazla kullanilmaktadir. Meme kanserinde de meta-analiz ¢alismalar1 ¢ok fazla olmamakla

birlikte say1s1 ve degeri giin gegtikce artmaktadir.
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e 2012 yilinda Phan ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir ¢alismada 6 veri seti

kullanilmistir ve 6rnekler ER statiilerine gore gruplandirilmislardir (79).

Cizelge 2.1. Calismada meta-analizde kullanilan gen ifade veri setlerini, 6rnek sayilarini ve

platformlar1 gdsteren tablo (79).

Dataset ER+ ER- Platform

MDACC Train 80 50 Afty HG-U133A
MDACC Test 60 40 Afty HG-U133A
Miller 213 kL Afty HG-U133A
Sotiriou 72 A4 Affy HG-U133A
Minn 57 42 Afty HG-U133A
Van't Veer 226 69 Agilent 2-Color

Calisma oldukca kapsamlidir, meme kanseriyle birlikte bobrek ve pankreas kanserlerini de
icmektedir. Verileri bir araya getirmek i¢in kendi gelistirdikleri siralama tabanli “Rank
average” metoduyla birlikte, baska ¢alismalarda denenmis olan bes ayr1 (MDEDS, rank
products, Choi, Wang ve naive) meta-analiz yontemi daha uygulanmistir. “Rank avarage”
siralama tabanli bir yontem oldugu i¢in Ozellikle platform farkliliklarinin elimine
edilmesinde avantajli bir yontemdir. “FC, T, SAM, RS, mRMRD, mRMRQ “gibi alt1 ayr1
istatistiksel anlamlilik testinden elde edilen siralamalarin birlestirilmesiyle olusturuldugu

icin de oldukga giivenilirdir (79).

e 2008 yilinda Smith ve arkadaslar tarafindan yapilan bir calismada yine ER statiilerine

gore gruplanmis 9 veri seti kullanilmistir (80).
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Cizelge 2.2. Meta-analizde kullanilan gen ifade veri setlerinin alindigr ¢alismayz,

yayimlandigi dergiyi, ¢alismanin gergeklestirildigi platformu, ER+ ve ER- 6rnek sayilarini

gosteren tablo (80).

Author Journal Array Type, N Probes Sample N ER+ Sample N ER-
Wang, Y. et al. Lancet [73] Affy, 22283 209 77
Zhag, H. et al. Mal Biol Cell [30] cDNA, 27276 24 11
Sotiriou, C. et al. PMAS [31] cDNA, 7549 65 34
Ma, X. et al. PMAS [32] cDNA, 1940 18 5
Van de Vijver, M. et al. NEIM [83] cDNA, 23130 226 69
Gruvberger, 5. et al. Ca Res [84] cOMNA, 3369 28 30
Sorlie, T. et al. PNAS [2] cDNA, 7937 56 18
West, M. et al. PMAS [35] Affy, 6718 25 24
Perou, C. et al. PNAS [1] cDNA, 8838 26 g

Bu calismada verileri bir araya getirmek i¢in p degerlerinin birlestirilmesinde kullanilan

Fisher metodu;

ke
XZ = =2 Z lﬂget:p‘é}!

i=1

Modifiye edilerek;

m
5= —ZZFICJ Inp;,

formiili kullanilmustir.

c sabiti burada gen ifadesi ER- ‘lerde ER+’lere gore daha fazlaysa +1, tersi durumda ise -1
olarak alinir (80).
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e 2008 yilinda Thomassen ve arkadaglar1 tarafindan yapilan ¢alismada metastatik olan ve

metastatik olmayan meme kanseri tiimdrlerinde farkli

tanimlanmasi icin “yolak analizi ilizerinden meta-analiz” ¢alismasi yapilmistir. Her

calisma iginyolak analizi yapilmis ve bu yolaklarda ifadesi artan ve azalan gen sayilari

bulunmustur (81).

diizenlenen yolaklarin

Cizelge 2.3. GenMAPP programu ile istatistiksel olarak anlamli bulunan yolaklar (81).

Yolak Ams Hua HUM Rot S03 S06 Sto Upp ORTALAMA p FDR
Up-regulated

Hs_Cell_cycle_KEGG I 97 2 | | 4 | I 135 < I10E-6 90ES
Hs_Call_Cycle-G1_to_S_control_Reactome 3 Si 21 13 s 7 8 " 149 < I0E-6 9.0E5
Hs_DNA_replication_Reactome 2 14 3 8 6 10 2 3 198 SOE6 3064
Hs_Bectron_Transport_Chain 73 9 4 2 35 " Kl 2 213 10E-5 44E4
Hs_Androgen-Receptor_NetPath 2 82 n 9 16 20 s @ 19 288 4665 1363
Hs_1-Tissue-Embryonic_Stem_Cell 6 187 | 4 n 3 13 < 263 S2ES 1363
Hs_mRNA_processing Reactome 45 2 64 6 13 26 9 S 23 S2ES 1363
Hs_Curate_cydle_TCA _cycle_ 18 3 8! 40 7 38 ] 21 15 1SE4  33E3
Hs_Aminocacyl_tRNA_biosynthesis 19 101 84 n 10 13 3 8 338 4764 9383
Hs_Cholesterol_Biosynthesis 2 19 v | 13 56 6 24 368 1063 182
Hs_Hedgehog_Netpath_10 41 S 4 21 99 18 7 65 401 2763 43E2
Down-regulated

Hs_Adipogenesis K 2 41 43 16 58 2 I 234 2565 44E3
Hs_EGFRI_NetPath_4 5 3 Q2 «“ 24 13 13 80 280 1064 893
Hs_T-Cell-Receptor_NetPath_I 1 37 2 75 6 38 28 9 St 320 3064 1862
Hs_Smooth_muscle_contraction 30 SI 3% 2 M 0 n 44 %50 66E4 24E-2
Hs_lnsubin_Signaling 15 1" 4 » @ 16 39 356 7764 24E2
Hs_IL-6_NetPath_18 16 8 163 3 41 7 % 3 59 8.1E4 24E2
Hs_IL-7_NetPath_19 7 s 141 9 9 1S 28 7% 37 1363 3062
Hs_IL-3_NetPath_I5 58 7 56 18 n % 4« 61 38125 14E-3  30€-2

Yapilan yolak analizi sonucunda birlestirilen verilere gore; DNA hasar ve onarim yolaginin
metastatik meme tiimorlerinde ifadesi artmistir, Kontrolsiiz hiicre dongiisii normal

hiicrelerle karsilastirildiginda metastatik hiicrelerde karakterizedir (81).
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3. GEREKCE VE AMAC

Meme kanseri tek bir faktore bagli olmayan pek ¢ok degisken tarafindan kontrol edilen bir
hastaliktir. Bu giine kadar meme kanseri olusumu ve gelisiminden sorumlu olan genlerin
arastirilmasi amaciyla pek ¢cok mikrodizin ¢aligsmasi yapilmis ve meme kanseri, patolojik
siniflandirmanin yan1 sira molekiiler olarak da alt gruplara ayrilmistir. Son yillarda yapilan
caligmalarda mikroRNA’larin bulunmasi ve hiicrede ¢ok Onemli iglevlere sahip
olduklarinin gosterilmesi bu molekiilleri de meme kanseri olusumunda ve gelisiminde rol
alan siipheliler listesine koymustur ve mRNA ifade profilleri ile agiklanamayan farkliliklar
miRNA c¢ipleri ile arastirilmaya baglanmistir. miRNA ¢ipleri sayesinde meme kanserine
sebep olabilecek hedef miRNA’lar bulunmaya baglanmistir ancak bu konuda sinirli sayida
caligma bulunmaktadir (57, 60, 24, 62). Veritabanlarina yiiklenmis olan bagimsiz miRNA
verilerinden daha fazla bilgi saglamak biyoinformatik yontemlerle miimkiin olmakta ve var

olan veriyi degerli kilmaktadir.
Bu ¢alismada amaglanan;

e Literatiirde simdiye kadar meme kanseri ile ilgili yapilmis, ham ya da islenmis
verisine ve Klinik bilgilerine ulasilabilen mikroRNA ifade mikrodizin verilerini
halka ag¢ik veritabanlarindan elde etmek (GEO; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/,
ArrayExpress; http://www.ebi.ac.uk/arrayexpress/)

e Verileri bir araya getirecek bir meta-analiz programi gelistirmek

e Meme kanserinin alt tiplerinde belirte¢ adayr mikroRNA’lar1 ortaya ¢ikartmak ve

listelemek

e Elde edilen listelerdeki mikroRNAlarin hangi genleri hedefledigini ve bu genlerin
hangi yolaklarda yer aldigin1 bulmak

e Literatiirde meme kanseri ile ilgili yapilmis mRNA mikrodizin ¢aligmalarinin
verilerini gelistirilen program ile analiz edip, elde edilen gen setlerinin, bulunan
miRNA hedef genleriyle olan iligkilendirmesini yapmaktir. (Meta-analiz sonrasinda
ortaya ¢ikacak olan miRNA hedef genlerinin, bagimsiz mikrodizin ¢aligmalari ile
olan alakasinin arastirilmast meme kanserinde miRNA-mRNA alakasinin

kurulmasi agisindan 6nem tasimaktadir.)
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e Belirte¢ adayr miRNA’larin (meta-miRNA) meme tiimor dokularinda es zamanh
polimeraz zincir reaksiyonu (es-zamanli PZR) yontemi ile dogrulanmasi da bu

caligmanin amaglar1 arasinda yer almaktadir.

Daha 6nce meme kanserinde miRNA mikrodizin ¢alismalarini bir araya getiren bir meta-
analiz calismasi yapilmadigi i¢in elde edilen sonuglar mikroRNA’larin meme kanseri
regiilasyonundaki roliinii aydinlatmak i¢in bir katki olacaktir. Meta-analiz ¢alismasi pek
cok veriyi bir araya getirme sansi tanidigi igin, elde edilen sonuglar yalnizca bir vakaya
0zel degildir ve daha genel bilgiyi yansitmaktadir. Cikan miRNA hedef genlerinin farkl
mikrodizin galismalar1 ile onaylanmasi ¢alismaya ayri bir deger ve 6zgiinlik katmig ve

¢ikan sonuglarin dogrulugunu gii¢lendirmistir.
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4. MATERYAL VE YONTEM

4.1. Materyal

4.1.1. Meme Kanseri miRNA Mikrodizin Calismalari

Calismada klinik bilgilerine ulasilabilen 6 tane meme kanseri miRNA mikrodizin verisi

kullanilmastir.

Cizelge 4.1. Meta-analiz ¢alismasi igin kullanilan meme kanseri miRNA mikrodizin

caligmalarinin  erisim numarasi, verilerin elde edildigi kaynak ve c¢alismanin
gerceklestirildigi platform bilgileri.
ERiSiIM NUMARASI KAYNAK PLATFORM
GSE7842 GEO Luminex Bead-based microRNA profiling
platform version 3
GSE19783 GEO Agilent-019118 Human miRNA Microarray
2.0 G4470B
GSE15885 GEO Exigon Homo sapiens 0.4K miChip v8
GSE20066 GEO Exigon Homo sapiens 0.4K miChip v8
GSE22216 GEO Illumina Human v1 MicroRNA expression
beadchip
GSE43040 GEO Illumina Human v2 MicroRNA expression
beadchip

Meta-analizde kullanilmak i¢in secilen 6 ¢alismanin alt tip bilgilerine gore 6rnek sayilari

belirlenmistir.
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Cizelge 4.2. Meta-analizde kullanilan miRNA c¢alismalarinin erisim numaralar1 ve alt

tiplere gore belirlenmis 6rnek sayilari.

TUMOR
ER HER2 PR DERECESI MOLEKULER ALT TiP

ERISIM — — 1
Numarast | L L E g g & g < g o

zo| T |3 |3

GSE7842 60 | 33| - | - | -|-[20]34[39]|16]| 6 5 [ 15 | 9

GSE19783 61 |38 (17| 75| - |- |- - | - |15 10 |17 [ 41 | 12

GSE15885 16 (13 (5|24 |20(9 |5 7 [17 | 5 - 4 119 | 1

GSE20066 -l - 1Al -1 -1 - - - - - -

GSE22216 | 128 | 82 - | - -42]81]63][ - - - - -

GSE43040 25| -| - |[25-]-1]-1] - - - - -

Toplam Ornek
Sayrs 343|191 (26102 |98 |34 (67| 122|129 | 36 | 16 | 26 | 75 | 22

4.1.2. Meme Kanseri mRNA Mikrodizin Calismalari

Calismada klinik bilgilerine ulasilabilen 3 tane meme kanseri mRNA mikrodizin verisi

kullanilmustir.

Cizelge 4.3. Meta-analiz g¢alismasi igin kullanilan meme kanseri mRNA mikrodizin
caligmalarinin  erisim numarasi, verilerin elde edildigi kaynak ve c¢alismanin

gerceklestirildigi platform bilgileri.

ERiSIM NUMARASI KAYNAK PLATFORM
GSE23720 GEO Affymetrix Human Genome U133 Plus 2.0
Array
E-MTAB-1006 ArrayExpress Affymetrix Human Genome U133 Plus 2.0
Array
GSE17907 GEO Affymetrix Human Genome U133 Plus 2.0
Array
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Meta-analizde kullanilmak i¢in segilen 3 ¢alismanin alt tip bilgilerine gore 6rnek sayilari

belirlenmistir.

Cizelge 4.4. Meta-analizde kullanilan mRNA c¢alismalarinin erisim numaralar1 ve alt

tiplere gore belirlenmis 6rnek sayilar.

TUMOR
o ER HER2 PR DERECESI MOLEKULER ALT TiP
ERISIM
— s €| + | ® ©
NUMARASI s [E gl d |2 c
+ + + 1| 2 3 Sl55/&|EL|E®
' ' ' ©2a T3 |3
GSE23720 131 66 [ - |- (2879 (- -|-{-1-1- - -
E-MTAB-1006 | 67 29 (22|74 42 [ 54 [18[34 |44 | - | - | - - -
GSE17907 22 25 |33[4 19|28 |3[10 (|34 |1] 4 ]3] 8 -
Toplam Ornek
220 | 120 |55 |78 | 179|161 |21 | 44 | 78 | - | - | - - -
Sayisi

4.1.3. Doku Ornekleri
Calismada 22 farkli hastaya ait meme tiimor dokusu kullanilmastir.

Cizelge 4.5. Es zamanli PZR (polimeraz zincir reaksiyonu) de kullanilan meme timor
dokularinin tiimor kodlar1 ve klinik bilgileri. Timdr 6rneklerinin bu ¢alismada kullanimi
Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastrmalar Etik Kurulu tarafindan

onaylanmistir. Etik kurul raporu EK 4’te sunulmustur.

Timor
Tiimor Kodu Tiumor derecesi ER PR HER?2 Yiizdesi
%90
MET 014 ; 1 1 -
%100
MFT 016 2 1 1 0 0
%
MET 021 3 0 0 0 690
%100
MFT 040 3 - - -
%100
MFT 041 2 0 1 1 0
%100
MFT 049 2 - - -

30




%60
MFT 078 2 - - -

%100
MFT 085 2 0 1 1 °

%90
MFT 088 2 1 1 0 °

%1
MFT 094 3 0 0 0 6100

%80
MFT 095 3 - - 0 ’

%100
MFT 096 1 0 1 0 °

%70-80

MFT 097 2 - - -

%100
MFT 113 1 1 0 | Zayif ’

%80
MFT 115 3 - - -

%90
MFT 116 1 0 0 1 °

%90
MFT 120 2 - - -

%100
MFT 124 1 1 0 | Zayif ’

%100
MFT 127 2 0 0 - 0

%
MET 129 2 0 0 0 680

%90
MFT 131 2 0 0 1 °

%100
MFT 132 3 0 0 1 °

TD1 | TD2 | TD3 | + ; + - + -
Toplam Ornek Sayis1 | 4 11 6 5 10 6 9 7 7
4.1.4. Kitler

¢ mMiRNA Kitleri

miScript Il RT Kit (50), cDNA kiti ve miScript SYBR Green PCR Kit (200), es zamanli

PZR kiti Qiagen firmasindan temin edilmistir.
e mMRNA Kitleri

First Strand cDNA Synthesis Kit for RT-PCR (AMV), cDNA kiti ve LightCycler® 480
SYBR Green I Master, es zamanli PZR kiti Roche firmasindan temin edilmistir.
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4.15. Primerler

e mMiRNA Primerleri

Cizelge 4.6. Es zamanli PZR’de kullanilan primerlerin miRNA adi, sekans ve Qiagen iiriin

ad1 bilgileri.

miRNA Adi Qiagen Uriin Ad1 Sekans (5'>3")
hsa-let-7a Hs_let-7a_2 miScript Primer Assay UGAGGUAGUAGGUUGUAUAGUU
hsa-let-7c Hs_let-7c_1 miScript Primer Assay UGAGGUAGUAGGUUGUAUGGUU
hsa-let-7d Hs_let-7d_1 miScript Primer Assay AGAGGUAGUAGGUUGCAUAGUU
hsa-let-7e Hs_let-7e_3 miScript Primer Assay UGAGGUAGGAGGUUGUAUAGUU
hsa-let-7f Hs_let-7f 1 miScript Primer Assay UGAGGUAGUAGAUUGUAUAGUU
hsa-let-7i Hs_let-7i_1 miScript Primer Assay UGAGGUAGUAGUUUGUGCUGUU

hsa-miR-216 Hs_miR-216a_1 miScript Primer UAAUCUCAGCUGGCAACUGUGA

Assay

hsa-miR-30a-3p

Hs_miR-30a*_1 miScript Primer

Assay

CUUUCAGUCGGAUGUUUGCAGC

hsa-miR-30a-5p

Hs_miR-30a-5p_1 miScript Primer
Assay

UGUAAACAUCCUCGACUGGAAG

hsa-miR-339

Hs_miR-339_1 miScript Primer
Assay

UCCCUGUCCUCCAGGAGCUCACG

hsa-miR-501-3p

Hs_miR-501-3p_1 miScript Primer
Assay

AAUGCACCCGGGCAAGGAUUCU

hsa-miR-505*

Hs_miR-505*_1 miScript Primer
Assay

GGGAGCCAGGAAGUAUUGAUGU

hsa-miR-516-3p

Hs_miR-516a-3p_1 miScript

Primer Assay

UGCUUCCUUUCAGAGGGU

hsa-miR-518d-3p

Hs_miR-518d-3p_1 miScript

Primer Assay

CAAAGCGCUUCCCUUUGGAGC

hsa-miR-99b

Hs_miR-99b_2 miScript Primer
Assay

CACCCGUAGAACCGACCUUGCG
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¢ mMRNA Primerleri

Cizelge 4.7. Es zamanli PZR’de kullanilan primerlerin gen adi, forward (ileri) ve reverse

(geri) sekans, iiriin boyutu bilgileri.

Gen Adi F/R Uriin Boyutu Sekans (5'>3")
TGFB1 F 181 GTACCTGAACCCGTGTTGCT
R CAACTCCGGTGACATCAAAA
RUNX1 F 187 CCACTCCACTGCCTTTAACC
R TTCTGCAGAGAGGGTTGTCA
VEGFA F 168 GCCTCCGAAACCATGAACT
R GCAGTAGCTGCGCTGATAGA
IGF1R F 236 ACTGTGGACTGGTCCCTGAT
R TGGCAGCACTCATTGTTCTC
STAT3 F 225 GAGGGAACAAGCCCCAAC
R CTCCAGGTACCGTGTGTCAA
TCF19 F 201 GGTGATGACTGGAGGGTCAG
R AGCAAAGTCCTGAGGCTTGA
NCAPG F 246 TATTGGTGTGCCCTTTGTGA
R TCCTCCTTCTTCACTGGTATCC
ZEB2 F 184 GCCATCTGATCCGCTCTTAT
R GTTGGCAATACCGTCATCCT
XRN1 F 240 GCGAAGTGGTGAAAGAGCAT
R GCTGCTGGTTCATTTTTGCT
STMN1 F 218 AAGGATCTTTCCCTGGAGGA
R TGTGCCTCTCGGTTCTCTTT
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4.2. Yontem

| Literatiir aragtirmas1 ve calismalarin secilmesi |

1

| Verilerin / klinik bilgilerin indirilmesi ve diizenlenmesi |

1 o

Gelistirilen meta-analiz yonteminin calismalara
uygulanmasi (Sekil 4.11)

o !

——
| Meta-miRNA listeleri | | Meta-mRNA listeleri |
Yolak . .. ER
analizi -| Hedef genlerin tespiti | Tiimor Derecesi
HER2
l Molekiiler Alt Tip
| PR

Ortak hedeflerin tespiti ve yolak analizleri

!

Es zamanh PZR ile
validasyon

Sekil 4.1. Calismanin genel is akis semasi.
4.2.1. Literatiir Arastirmasi

Literatiir arastirmasi iki asamadan olugmaktadir. Birinci asama ¢alismanin baglamasindan
sonra dinamik bir sekilde devam etmis olan meme kanseri miRNA mikrodizin verilerinin
bulunmasini, ikinci asama ise meta-analiz yontemi ile bulunan miRNA’larin hedef
genlerinin bagimsiz ¢alismalar ile alakasinin arastirilmasi igin meme kanseri mRNA

mikrodizin verilerinin bulunmasini kapsamaktadir.

Birinci asamada, literatiirde simdiye kadar meme kanseri ile ilgili yapilmis, meta-analizde
kullanilabilecek 6zelliklere sahip miRNA mikrodizin verilerini elde edebilmek amaci ile
halka ag¢ik  veri  tabanlar olan Gene Expression Omnibus; GEQ;
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/ ve ArrayExpress; http://www.ebi.ac.uk/arrayexpress/
veri tabanlarindan yararlanilmistir. Bu veri tabanlarinda arama yapilirken anahtar kelime
olarak sirast ile “miRNA”, “microarray” ve “breast cancer” birlikte kullanilmistir.

Bahsedilen anahtar kelimelerin hepsine yanit veren ¢aligmalarin yayimnlar1 goézden
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gecirilmis ve bu calismalarin bize se¢im yapmak i¢in kolaylik saglayacag: diisiiniilen bazi
ozellikleri (platform tipi, 6rnek tipi ve sayisi, patoloji bilgileri, alt tip bilgileri) listelenmis,
verileri indirilmis ve depolanmistir. Meta-analiz ¢alismast meme dokulart ile yapilan
caligmalar igcerecek sekilde tasarlandigl i¢in formalin ile fikse edilmis parafine gomiilmiis
(FFPE) dokular ile ve kan ile yapilan calismalar elenmistir. Bu islem araliklarla
tekrarlanmis ve yeni eklenen caligmalar takip edilmis, uygun olanlar ¢alismaya dahil
edilmistir. Kullanilan veri tabalarindan ham veya islenmis verilere ulasmanin yani sira
deneylerde kullanilan o6rneklerin klinik 6zelliklerine ulasmak da genellikle miimkiin
olmaktadir. Calismada hedeflenen miRNA imzalarinin farkli histolojik ve/veya patolojik
Ozelliklere gore arastirilabilmesi icin verilerle birlikte klinik 6zelliklere ulasilmast
onemlidir. Verilerle birlikte klinik ozellikler de indirilmis, diizenlenmis (klinik 6zellik
dosyalarinda orneklerin isimlendirilme formati veri dosyasindan farkli olabilmektedir bu
da analizde sorun yaratmaktadir) ve depolanmistir. Calismalardan yayinlar1 olanlarin
yayinlarina PubMed yayin veri taban1 ve Google arama motorunun bir alt birimi olan ve
her tiirli yayin, tez ve veriye ulasilabilen Google Scholar (Akademik Google) da
kullanilarak ulasilmistir. Sonug olarak klinik &zelliklerine de ulagilabilen 6 tane ¢alismanin

islenmis (normalize) verileri meta-analizde kullanilmak tizere secilmistir (Cizelge 4.1)

Ikinci asamada ise meta-analiz sonucu bulunan miRNAlarin hedef gen setlerinin bagimsiz
mRNA caligsmalariyla iliskilendirilmesinin yapilabilmesi i¢in literatiirde simdiye kadar
meme kanseri ile ilgili yapilmis, klinik 6zellikleri uygun mRNA mikrodizin verilerini
bulmak amaciyla yine ayni veri tabalarindan yararlanilmis ve arama yapilirken sirasi ile
“mRNA”, “microarray” ve “breast cancer” birlikte kullanilmistir. Bahsedilen anahtar
kelimelerin hepsine yanit veren calismalarin arasindan meme tiimor / normal dokular ile
yapilan ve miRNA ¢aligsmalari ile paralel klinik bilgilerine erisilebilenler tercih edilmistir.
Calismalardan yayinlar1 olanlarin yayinlarina yine PubMed yayin veri taban1 ve Google
Scholar (Akademik Google) kullanilarak ulasilmistir. Sonu¢ olarak 3 tane c¢alismanin

islenmis verileri segilmistir (Cizelge 4.3)
4.2.2. Verilerin Indirilmesi ve Diizenlenmesi

Secilen miRNA ¢alismalart ve mRNA ¢alismalarinin islenmis verileri, Gene Expression
Omnibus; GEOQO; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/ ve ArrayExpress;

http://www.ebi.ac.uk/arrayexpress/ veri tabanlari kullanilarak indirilmistir.
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GEO veri tabanindan islenmis verileri elde etmek icin ¢alismalarin erisim numaralari ile

arama yapildiktan sonra “series matrix” dosyalar1 indirilmis (Sekil 4.2) ve depolanmustir.

[/ 2 620 Accessionviewer  x YL T R i

€« C' | [ www.ncbinlm.nih.gov/geo/query/acc. cgvacc{esgxssssl
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Sekil 4.2. GEO veri tabaninda GSE15885 erisim numarali ¢alisma i¢in islenmis verinin

indirildigi sekmeyi gosteren ekran goriintiisii

ArrayExpress veri tabanindan islenmis verileri elde etmek i¢in calismalarin erisim
numaralar ile arama yapildiktan sonra “processed data” dosyalari indirilmis (Sekil 4.3)

ve depolanmistir.

J % E-MTAB-1006 < Experime: x Y
<« C i | [ wwwebiacuk/arrayexpress/experiment /E—MTABNO&/|

E-MTAB-1006 - Comparison of human Inflammatory and non-Inflammatory breast cancer samples

Status
Organism
Samples (96)
Array (1)
Protocols (5)

Description

Experiment types
Contact

Citations

MIAME

Files

Links

Sekil 4.3. ArrayExpress veri tabaninda E-MTAB-1006 erisim numarali calisma igin

Released on 23 February 2012, last updated on 28 February 2012
Homo sapiens

Click for detailed sample information and links to data

A-AFFY-44 - Affymetrix GeneChip Human Genome U133 Plus 2.0 [HG-U133_Plus_2]

Click for detailed protocol information

In this study we generated gene expression profiles of 41 and 55 samples of patients with and without inflammatory breast cancer (IBC vs. non-IBC). The aim of the study
was to delineate the specific transcriptional profile of the samples from patients with IBC in search for diagnostic, prognostic and predictive biomarkers.

transcription profiling by array, co-expression, in vivo, translational
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Integrated miRNA and mRNA expression profiing of the inflammatory breast cancer subtype. Van der Auwera I, Limame R, van Dam P, Vermeulen PB, Dirix LY, Van Laere SJ.
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Van der Auwera I, Van den Eynden G, Trinh XB, Elst H, Van Hummelen P, van Dam P, Van Marck E, Vermeulen P, Dirix L.

Array-based DNA methylation profiling for breast cancer subtype discrimination. Van der Auwera I, Yu W, Suo L, Van Neste L, van Dam P, Van Marck EA, Pauwels P,
Vermetlen PB, Dirix LY, Van Laere SJ

Distinct molecular phenotype of inflammatory breast cancer compared to n y breast cancer using Affy based gen de_gene-exp analysis
Van Laere S, Van der Auwera I, Van den Eynden G, Van Hummelen P, van Dam P, Van Marek E, Vermeulen PB, Dirix L.

Platforms Protocols Factors Processed Raw

E-MTAB-1006.idf. txt
E-MTAB-1006.sdrf. txt
A 000 LR L 2l ESMITAB- 1006.13W . 2.21p, . E-MTAB-1006.raw.3.2ip

E_MTAB 1006 processed.1.7ip I

A-AFFY-44 adf. txt

Investigation description
Sample and data relationship
Raw datg (2)

IPmcessed data (1)

Aiay design

Click to browse all available files

Send E-MTAB-1006 data to % GENOMESPACE

islenmis verinin indirildigi sekmeyi gosteren ekran goriintiisti
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Indirilen mikrodizin veri dosyalarinda ilk siitunu miRNA ve mRNA kimlik numaralari
olusturmaktadir ve bu numaralar ¢alismanin yapildigr mikrodizin platformuna 6zgiidiir,
yani aynt miRNA ya da mRNA’nin platformlar arasinda numaralandirmasi /
isimlendirilmesi farklilik gostermektedir. Segilen ¢aligmalar farkli platformlarda yapildig
icin meta-analiz yontemi uygulanirken bu durumun sorun yaratmamasi amaciyla kimlik
numaralar karsilik geldikleri miRNA ve mRNA isimleriyle degistirilmistir. Sonug olarak
veri dosyalari ilk satirda 6rnek isimleri, ilk siitunda ise miRNA / mRNA isimlerinin oldugu

son haline getirilmis ve “.x1sx“ uzantili Excel dosyalar1 haline getirilmistir (Sekil 4.4).

| —
m Girig Ekle’ Sayfa Duzeni Formaller Veri Gozden Gecir Gorunam

Eklentiler S ? ) a

Bl EEE = R i T T [ EOemec Ay gy
2 Kopyala - = - - [8] Dolgu -
5 G ogmton| K T 87| - Biswrronn- | 3 - % 0 |98 o o I WG el Pt T
Pano i) Yazi Tipi £} Hizalama i) Sayi £} Stiller Huicreler Diizenleme
AC103 - J;l -1.02398983
A B c D E F G H 1 J K L ™M N o
17 MIRNA GSM393323
18 | hsa-let-7a 0494511053 0022340323  -0.408135138  -0.390546225  -0.377455398 0 -0.229254686  0.901043992  0.080451851  0.884485619 -0.121740956  0.572051771  0.769417545  0.551429482
19 |hsa-let-7b 0 167155987  -100697503 -0.833521606  -1.11628491 -0.932585323 -0.762482636 -0.353893341 -0.873817111 -0.675940773 -0.810831828  -140336067  -1.36529714  -1.01657877
20 | hsa-let-7c 0 187126669  -L0434682  -11308302  -1.35070574  -133530319 -0.988283042 -0.645657409  -117584289 -0.715222906 -0.871362228  -15740008  -1.46629942  -1.09736021
21 |hsa-let-7g 0111439734 -156628438  -1.06698253  -1.18875816  -1.43343494  -107781507  -116506986 -0.738608525 -0.967724623 -0.426573354 -0.620327856  -147391906  -1.65125268  -1.12997482
22 |hsa-let-7i -0.010419661  -1.74564602  -0.60822647  -1.24621633  -1.26615933  -2.01048927  -124872319 -0.694420697  -107305659 -0.864328077  -11149718  -1.86467875  -169348469  -1.28352395
23 hsa-miR-1 -0.122147919 -1.32568131 -1.62685085 -1.25709423 -1.11645335 -0.815732167 2.68596009 -0.677309642 1.62490649 -1.43913936  -0.616460709  -0.722929501 -1.71632216 -1.28560387
24| hsa-miR-100 0150379426 -1.32682689  0.059837458 -0.798308151 -0.992443801 -0.595643653  -1.30035468 -0.580844427  -143131536  0.410896215  -1.0048988  -123327007 -0.175662821  -0.272002869
35| hsa-miR-101 0 -0236647921 -0.100840683 193455833  1.89780968  0.514132384  0.888709955 -0.498338409 -0.557132539 -0.652668741 -0.338240749  0.335258426  0.062739008  0.36687102
26| hsa-miR-105. 0 -0.23929517  0.413075983  0.20198621  0.002083314  0.140778656  0.113163351  0.183429266 -0.014646777  0.667424661  0.05889369  0.129998816  -0.107947914  -0.002542195
27 | hsa-miR-106a -0.308129032  -0.248439593  -0.401574937 -0.017504913 -0.229914649  0.211707825  0.25525355  0.312415537 -0.005118151  0.054928691  0.320964346  -0.008167612  -0.233284137 0
28 | hsa-miR-106b -0.318045465  -0.169512757  -0.53002127  0.278449432  0.116369273  0.260306738  0.182432879  0.226957888  0.034776639  0.020071571  0.003882631  0.152547454 -0.096337921 -0.001934636
hsa-miR-107 -0.645087696  -0.044871931  -0.635763186  0.357750678 0124203197 -0.176643753  0.047534551  -0.22008564 -0.042183559 -0.531316676 -0.228733724 0 -0.134408058  0.103215417
-0.261228663 -1.33794363 0  -0.621361024  -0.358155354 -1.29648679 -1.33613347 -0.672717095 -1.45714887  -0.222039703 -0.957075269  -0.900748364 -0.078895358 0.008457769
hsa-miR-10b 0 -1.4349964 0.121990524  -0.452411836  -0.284731706 -1.80445287  -0.728783466 -0.681542686 -1.26529131  -0.602902237  -0.756447435  -0.579344443 0.057602079 0.430413375
32 | hsa-miR-122a 0  -0.396365416 -0.801766736  0.14892057 -0.355195234  0.275116796 -0.715027787  0.063324658 -0.245833069 115560014 -0.412735756  0.685789887  -0.49875703  0.238144027
hsa-miR-124a 0.486987341 0 -0187391939  0.168122759  0.306357138 0302005637 -0.720678077  0.797073401  -0.52232641 157455575 -0.285287212 152660499 0417432015  1.02303754
155307578 0.007095877  0.273235363  0.144817033  0.129876023 0535997325 -0.048032309 104110602  0.903825614 165030222 -0.352100741 -0.702501245  -0.58648278  -0.509649681
hsa-miR-125b 0558404 -0.805129482  -0.182300894 -0.353526313  -0.706705025 0 -0535493165  0.583294564  0.263765044  0.875072786 -0.543564355  -0.885079089 -0.736550272  -0.864949865
36 | hsa-miR-126* 0 -0.790768536  0.449107317  1.62209097  0.925196764 -0.540256047 -0.612293227 -0.605975505  -133475926 -0.411186572 -0.787379935 -0.524114585  -0.403964712  -0.959847132
hsa-miR-127 -0.103411515 1.9301492 2.07811512 1.59677138 1.34624392 1.76911967 1.84687132 1.04845507 1.29813609 0.810274892 1.79100407 0.882528182 1.31956532 1.5418059
0 o 0 -0.055324548  -0.279889218 -0.654319771  -0.282958316 0 -0.435728599 0 -0.799081941  -0.876045507 0  -0.568193444
0 -0439926396 -0.456447759  0.305626285 -0.175221214  -0.084388857 -0.160296298  0.129079952 0 -0.013922373 -0.216678766  -0.584706816 0 -0.268351732
0684048539 -0.129252184  -0.158933544  0.22778053 -0.268799375  0.639548853 -0.386088833  0.353244805 -0.344724971 153796603 -0.339656524  0.897518547  0.168876632  0.218515574
0.054480168  -0.374176941 -0.780358189 -0.268100829 -0.345463095  0.050912554 0269476507  0.770527511  0.610830482  0.522106404 -0.072434595 -0.384761306  -0.417275971 -0.264416804
42 |hsa-miR-1300 072553179 -0.259642369  -0.453076916  -0.968585015  0.142101922  0.911194466 0297109793 0572332119  0.604858929  1.24280781 -0.281151766 0 0125203047  0.016955105
hsa-miR-132 0 [ 0 074091584  0.055781452  0.324326746  -0.161384331 -0.674999842  0.044765015  0.723347467 -0.112474727  0.146975343 0 0.045206674
115223939 0.951905044  -0.115763282  -0.365514675  -0.636353479  0,196901891 14502731 124899575 136340455  0.471740745 -0.067359813  -0.152948244  0.293638931 0
1.15223939 0.951905044  -0.115763282  -0.365514675  -0.636353479 10.196901891 1.4542731 1.24899575 1.36340455 0.471740745  -0.067359818  -0.152948244 0.293638931 o
46 hsa-miR-133b 1.50252685 0.692394843 0.113823696  -0.044289679  -0.029179683 0.233213382 1.99848435 0.675910027 1.64817445 0.644154454  -0.019290357  -0.139776267 0.420216498  -0.099393534
47 hsa-miR-134 171819703 -0.078889552  0.346548405  -119689447  -1.01084955 -0.410583389 -0.686108739  0.657792034 -0.092752938 111785364 -0.471417554 -0.100471924  -0.68990646  -0.516281303
48 hsa-miR-135b 0 0798710368  0.318299364 0 0004579322 -0.352547336 241014508 0.451102564  1.85834945 0 17311142  -0.291377339 0 -0.041745473
4 < » »| data 15885 % el M ]

Hazr |

Sekil 4.4. GSE15885 erisim numarali ¢alismaya ait veri dosyasmnin meta-analiz
programinda kullanmilmak iizere diizenlenmis seklini gdsteren ekran goriintiisii. Ik satir

ornek isimlerini, ilk stitiin ise miRNA isimlerini temsil etmektedir.
4.2.3. Kilinik Bilgilerin Indirilmesi ve Diizenlenmesi

Secilen miRNA c¢alismalari ve mRNA c¢alismalarimin klinik bilgileri, Gene Expression
GEOQO;

http://www.ebi.ac.uk/arrayexpress/ veri tabanlarindan ya da yaymnin ek dosyalarindan

Omnibus; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/ ve ArrayExpress;

alimmis ve depolanmuistir.
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http://www.ebi.ac.uk/arrayexpress/

Accession

GSM398323
GSM398896
GSM308897
GSM398898
GSM398899
GSM398900
GSM398902
GSM398903
GSM398904
GSM398905
GSM398906
GSM398907
GSM398909
G5SM398910
GSM398911
GSM398912
GSM398913
G5SM398914
GSM398915
GSM398916
GSM398917
GSM308018
GSM398919
GSM398921
GSM398922
GSM398923
GSM398924
GSM398926
GSM398927

Age
19years
s52years
57years
s1years
68 years
22years
S4years
35 years
s0years
29years
S9years
58 years
S8years
66 years
56 years
a8 years
60 years
56 years
s0years
a0years
a0years
58 years
64 years
66 years
84 years
57years
68 years
a0years
29years

Tumour size

23mm
30mm
45mm
21mm
15mm
22mm
26mm
22mm
16mm
25mm
20mm
22mm
18mm
22mm
17mm
30mm
26mm
25mm

Grade

Uicc stage

Er
Positive
Negative
Negative
Positive
Positive
Negative
Negative
Positive
Negative
Negative
Negative
Positive
Negative
Positive
Neg:
Negative
Positive

Positive
Positive
Positive
Positive
Positive
Positive
Positive
Negative
Negative
Positive
Positive
Negative

Pr
Positive
Negative
Negative
Positive
Negative
Negative
Positive
Positive
Negative
Negative
Positive
Positive
Positive
Positive
Negative
Negative
Positive
Positive
Positive
Positive
Positive
Positive
Positive
Positive
Positive
Positive
Positive
Positive
Negative

Sekil 4.5. GSE15885 erisim numarali ¢alismaya ait klinik bilgi

goruntusu.

Her2/neu
Negative
Positive

positive

Negative
Negative
Negative
Negative
Negative
Negative
Negative
Negative
Negative
Positive

Negative
Negative
positive

Negative
Negative
Negative
Negative
Negative
Negative
Negative
Negative
Negative
Negative
Negative
positive

Negative

Subtype

Luminal A

Her2 Overexpressing
Her2 Overexpressing
Luminal A

Luminal A
triple-negative
Luminal A

Luminal A
triple-negative
triple-negative
Luminal A

Luminal A

Her2 Overexpressing
Luminal A
triple-negative

Her2 Overexpressing
Luminal A

Luminal A

Luminal A

Luminal A

Luminal A

Luminal A

Luminal A

Luminal A

Luminal A

Luminal A

Luminal A

Luminal B
triple-negative

dosyasii gosteren ekran

Klinik bilgi dosyalar1 meta-analiz programinda calistirilirken hizli sonu¢ alinmasi igin

negatiflere 0, pozitiflere 1, alt tip cesitlerine ise 1den 5e¢ kadar numara verilmis ve .xls

uzantili Excel dosyalar1 haline getirilmistir (Sekil 4.6).

- @ -

& =

& Kes - P .= . ﬂ =" ? Egiy £ Otomatik Toplam - ﬁr
- Calibri 1 v A A = » S Metni Kaydir Genel Normal iyi oI m oo m
Yapistir KT A-|@E-&A- Bilestirve Ortala = | $ = % 3 | % % Kosullu  Tablo Olarak | Kot Notr Ee  Sil Bicim Strala ve Filtre Bul ve
" Bigm Boyaast 0 50 | g imtendirme - Bigmiendit v e | 2 Temite - vouia®  Segr
Pano 5 Yazi Tipi Hizalama 5 sap A tiller | Huareler | Duzenieme |
Qs7 ~E £ I
A | B | c D 3 F | 3 | H 1 J | L | M | N o E
1 GSM398323 M3 7 GSM398307 GSM298309 GSM3298910 M
2R 1 o o 1 1 o 0 1 o 0 o 1 0 1
3 |GRADE 1 3 3 ] 3 3 3 3 3 2 3 3 1 3
4 HER2 0 1 1 0 [ o o [ o o [ o 1 [
5 |suBTypE 4 3 3 4 4 1 4 4 1 1 4 4 3 4
EPR 1 0 o 1 0 o 1 1 o o 1 1 1 1
7|
=
E3
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eS|
1|
13|
1
15|
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18|
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20
|
2
2
| 2|
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el
2
2
2
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32 -
W 4 » W Sayfal Sayfa? Sayfes . td 0Nl [T v

Sekil 4.6. GSE15885 erisim numarali ¢alismaya ait klinik bilgi dosyasinin meta-analiz

programinda kullamlmak iizere diizenlenmis seklini gdsteren ekran goriintiisii. Ilk satir

ornek isimlerini, ilk siitiin ise alt tip ¢esidini temsil etmektedir.
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4.2.4. Meta-analiz Programinin Gelistirilmesi

Meta-analiz programinin gelistirilmesi verilerin sekillenmesiyle basglayan ve calisma
boyunca devam eden bir siire¢ olmustur. Mikrodizin verileri indirilmeye, depolanmaya ve
diizenlenmeye baslandiktan sonra Ornek sayilari, platform tipleri vb. ozellikleri
belirlenmistir.  Veriler indirilirken normalize edilmis halleri tercih edilmistir,
normalizasyon islemi her ne kadar ¢ipler arasindaki farki ortadan kaldirsa da farkli
platformlardan gelen verilerin bir araya konmasi i¢in platformlar arasi farkliliklar1 ortadan
kaldirabilecek ya da platform farkliliklarindan etkilenmeyecek bir meta-analiz yontemine
ihtiya¢ duyulmustur. Farkli ¢aligmalardan elde edilen verileri bir araya getirmek ve ifade
farklilig1 gésteren miRNA’lara ve mRNA’lara ulasmak icin gerekli istatistiksel yontemleri
de iceren bir meta-analiz yazilim c¢alismasi planlanmistir. Eszamanli olarak literatiirde

gecen meta-analiz yaklagimlart da degerlendirilmistir.

Program ANOVA temelli ve siralama tabanli bir yaklasimla gelistirilmistir. ikiden fazla
grubun ortalamalar1 arasindaki farki sinayan bir istatistiksel test olan one-way ANOVA’y1
farkli 6zelliklere sahip ¢alismalardan alinan verilere uygulayarak, sonucunda elde edilen
anlamlilik degerlerine gore bir siralama yapmaktadir. ANOVA testi, her bir ¢alisma igin
onceden belirlenen dstrojen reseptorvii (ER), progesteron reseptorii (PR) ve HER2
reseptor tipleri, tiimor dereceleri ve molekiiler alt tiplere gore uygulanmaktadir. Test
sonucunda her g¢alisma ig¢in p degerleri kiigiikten biiylige siralanmis miRNA listeleri
olusturulmaktadir. Alt tipler igin, miRNA’larin her bir caligmadaki siras1 tespit
edilmektedir (Sekil 4.7, Sekil 4.8 ve Sekil 4.9). Biitiin ¢alismalardaki siralamalarin
ortalama degeri o miRNA’nin farklilik derecesini isaret etmektedir ve sonug¢ swralama

degerini belirleyerek sonug dosyasina atanmaktadir (Sekil 4.10).
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mMiRNA p degeri Cahsmadaki Siralamasi

hsa-miR-296 0.0019453 1
hsa-miR-100 0.0021116 2
hsa-miR-501 0.003335 3
hsaet7e | oomea] 4 |
hsa-miR-154 0.0076761 5
hsa-let-7g 0.007932 6
hsa-let-7b 0.0080566 7
hsa-miR-519b 0.008515 8
hsa-let-7i 0.0090065 9
hsa-miR-329 0.0092506 10
hsa-miR-10a 0.0097407 11
hsa-miR-213 0.010523 12
hsa-miR-106b 0.012342 13
hsa-miR-30c 0.013341 14
hsa-let-7a 0.013516 15
hsa-miR-151 0.014719 16
hsa-miR-141 0.015939 17
hsa-miR-302c* 0.016758 18
hsa-miR-125h 0.019242 19
hsa-miR-515-3p 0.020745 20

ornek listeye ait ekran goriintiisii.

Sekil 4.7. hsa-let-7¢c’nin GSE15885 erisim numarali ¢aligmadaki siralamasini gosteren

MiRNA p degeri Cahismadaki Siralamasi
hsa-let-7f 0.19009 1
hsa-let-7e 0.21216 2
hsa-let-7g 0.22724 3
hsa-let-7i 0.24401 4
hsa-let-7d 0.41029 5
hsa-let-7a 0.47338 6
hsa-miR-552 0.66472 7
hsa-miR-559 0.66474 8
hsa-miR-553 0.66495 9
hsa-miR-551b 0.66716 10
hsa-miR-560 0.6673 11
lsatt7e | oeess] 12 |
hsa-miR-554 0.66955 13
hsa-miR-556-5p 0.66955 14
hsa-miR-555 0.66996 15
hsa-miR-566 0.67003 16
hsa-miR-557 0.67012 17
hsa-miR-561 0.67041 18
hsa-miR-567 0.67084 19
hsa-miR-629* 0.67175 20

Sekil 4.8. hsa-let-7¢’nin GSE22216 erisim numarali ¢aligmadaki siralamasini gosteren

ornek listeye ait ekran goriintiisii.
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mMiRNA p degeri Cahsmadaki Siralamasi

hsa-miR-130a 2.95E-06 1
hsa-miR-106b 2.96E-06 2
hsa-miR-25 8.24E-06 3
hsa-miR-93 8.80E-06 4
hsa-miR-214 1.27E-05 5
hsa-miR-199a* 1.55E-05 6
hsa-miR-106a 2.07E-05 7
hsa-miR-199b 3.16E-05 8
hsa-miR-18a 4.80E-05 9
hsa-miR-99a 6.80E-05 10
hsadet7e | oooolsossl a1 |
hsa-miR-199a 0.00022658 12
hsa-miR-17-5p 0.00026245 13
hsa-miR-100 0.00028694 14
hsa-let-7a 0.00051827 15
hsa-miR-19a 0.00094671 16
hsa-miR-7 0.0014612 17
hsa-miR-15b 0.0016504 18
hsa-let-7b 0.001736 19
hsa-miR-30a-3p 0.0023291 20

Sekil 4.9. hsa-let-7¢’nin GSE7842 erisim numarali ¢aligmadaki siralamasini gésteren 6rnek

listeye ait ekran goriintlisi.

Boylece hsa-let-7¢ 6rnegi igin bulundugu 3 c¢alismadaki siralamasinin ortalamasi alinarak

sonug siralama degeri olan 9 bulunmustur.

hsa-let-7c¢ i¢in siralamalarin ortalamasi;

4+12+11
3

9
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miRNA
hsa-let-7c
hsa-let-7a
hsa-let-7f
hsa-let-7d
hsa-let-Te
hsa-let-7i
hsa-miR-30a-3p
hsa-let-Tg
hsa-miR-331
hsa-miR-189b
hsa-let-7b
hsa-miR-18%a
hsa-miR-30a-5p
hsa-miR-509
hsa-miR-7
hsa-miR-320
hsa-miR-33
hsa-miR-28
hsa-miR-99a
hsa-miR-122a

Siralamalarin Ortalamasi
12.0
14.5
155
18.0
237
26.0
M3
535
555
7.0
715
730
75.0
Bo5
865
90.0
915
915
925

Bulunan Galisma Sayisi

3

[ I e T L T e R S R Y T N T % R oS T o TR % TR oS T % T oS T L% TR L TR % Y TS

Sonug Siralama Degeri

LY== R = B I L

R R R~ Rl Rl el ~
O W00 s N TUR R S

Sekil 4.10. En kii¢iik siralama ortalamasinin sonug¢ siralama degerine gore ilk sirada

oldugunu gosteren ornek listeye ait ekran goriintiisii.

Programin temel mantigi, ANOVA sonucu elde edilen p degerleri kiiclikten biiyiige

siralandiginda,

istatistiksel olarak anlamli derecede ve yiiksek farklilik gdsteren

miRNA’larn iist siralarda olacagi ve bu nedenle siralamalarin ortalamasi alindiginda bu

miRNA’lar i¢in elde edilen degerlerin digerlerine gore kiiglik olacag: iizerine kuruludur

(Sekil 4.11).

Program MATLAB programlama dili kullanilarak yazilmistir ve programin diger

arastirmacilarin da kullanimina sunulmak {izere erisime acilabilmesi i¢in ¢alismalar

stirmektedir (kod EK1’ de verilmistir).
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Verilerin ve klinik bilgilerin toplanmasi

!

Dosyalann klinik dzelliklere gire yeniden
didzenlenmesi

!

ANOVA yontemi ile miRNA veya mRNA'lann
ifade farkhliklannin bulunmasi (p deferi)

!

Her calismaigin miRMNA veya mRNA'larn p
degerine gore kiigukten bayage dogru
siralanmasi

!

Her miRMNA veya mRNA'nin calismalardak
sirasinin belirlenmesi

|

Her miRNA veya mRNA'nin calismalardaki
sirasinin ortalamasinin alinmasi ve sonuc¢
siralama degerinin belirlenmesi

!

miRNA ve mRNA listelerinin klinik dzelliklere
ve sonuc siralama degerlerine gére
cikartimasi

MATLAB Kodu
(Meta-analiz
programi)

Sekil 4.11. Meta-analiz yonteminin is akis semasi. Ayni algoritma hem miRNA hem de

mRNA caligsmalari i¢in kullanilmastir.

4.2.5. Gelistirilen Meta-Analiz Yonteminin Secilen miRNA Calismalarina

Uygulanmasi

MATLAB programlama dili kullanilarak gelistirilen ANOVA temelli, siralama tabanlh
meta-analiz programi 6 ¢alismay1 (Cizelge 4.1) kapsayacak sekilde ¢alistirilmistir. Bu alti
caligmadaki miRNA’lar her ¢alisma i¢in, ER, PR, HER2, tiimor derecesi ve molekiiler alt
tip i¢cin uygulanmis olan ANOVA testi sonucu elde edilen p degerine gore kiiclikten
biiyiige siralanmistir (Bu listeler ara dosyalar olarak program tarafindan verilmektedir).
Son asamada program en az iki ¢alismada ortak olarak goriilen miRNA’larin p degerine
gore siralamalarini belirleyip bu siralamalarin ortalamasini almis ve bu ortalamalar
kiiciikten biiyiige dizerek bir sonug¢ siralama degeri belitlemistir. Ornek olarak ER(+) /
ER(-) bilgisi olan tiim ¢alismalardaki miRNA’larin (ER bilgisi olan en az iki tane veri
dosyasinda bulunan) sonug¢ siralama degerlerine gore bir listesi olmustur. Bu listeleme

islemi her bir patolojik ve histolojik durum i¢in tekrarlanmis ve sonucta ER, PR, HER2,
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tiimor derecesi ve molekiiler alt tipleri igin belirte¢ aday1r meta-miRNA’larin iist siralarda

oldugunu diisiindiigiimiiz listeler elde edilmistir (tam listeler ekli CD’dedir).

4.2.6. Belirtec Aday1 miRNA’larin (meta-miRNA) Hedef Genlerinin Bulunmasi ve
miRNA Hedef Genlerine Yolak Analizlerinin Uygulanmasi

miRNA hedef genlerinin bulunmasi i¢in pek ¢ok biyoinformatik ara¢ bulunmaktadir. Bu
calismada ozellikle deneysel olarak onaylanmis miRNA hedeflerinin ayrica belirtildigi
miRWalk (82) sitesinden faydalanilmistir.

iRWalk - The Database « x

&« C A [ wwwummuni-heidelberg.de/apps/zmf/mirwalk/

mMiRWalk
% ' O The Database on Predicted and Validated microRNA Targets

Validated Targets

Gene Targets

MicroRNA Targets

Pathway Targets NEWS

Disease Targets
How to «

Organ Targets
Dweep, F

Iformeti Common Organs Targets ;:IN miRWalk - database: prediction of possible miRNA binding sites by "walking” the genes of 3 genomes, Joumnal of Biomedical
1

Cell Lines Targets
miRWal microRNA Literature

Goodgle ‘OMIM Disorder Targets d
MicroRMA Processing Proteins

March/29/2011 - Last Update
The Predicted Target module is updated with the lastest versions of 3rd party programs and the Validated Target module is last upated on 15th March 2013

ABOUT

miRWalk is a comprehensive database that provides information on miRNA from Human, Mouse and Rat on their predicted as well as validated binding sites on their target
genes

miRWalk is different from existing miRNA resources as

(i) A newly developed algorithm "miRWalk" has been used to produce the predicted miRNA binding sites on the complete sequence of all known genes (including all
transcripts and mitochondrial genes) of Human, Mouse and Rat based on a comparision of identified miRNA binding sites with the & established miRNA-target prediction
program is presented

(i} In addition, it provides predicted miRNA binding sites on genes associated with 449 human biological pathways and 2356 OMIM disorders and

{iii) Furthermore, it presents information on experimentally validated miRNA interaction information associated with genes. pathways. diseases. organs. OMIM disorders, cell
lines and literature on miRNAs. In addition. it hosts the information on proteins known to be invalved in miRNA processing

The miRWalk database consists of two modules.

The Predicted Targets module hosts miRNA-target interactions information on the complete sequence of all known genes of Human. Mouse and Rat including all the
transcripts and mitochondrial genes. Along with the miRNA targets, is presented interaction information produced by & established miRNA targets prediction programs. In
addition, it provides predicted miRNA target interaction information on genes linked to 449 human biological pathways and 2356 OMIM disorders. This module is last updated
on 15th March 2011

The Validated Targets module hosts experimentally verified miRNA interaction information associated with genes. pathways. organs, diseases, cell lines, OMIM disorders
and literature on miRMNAs. This module is last updated on 15th March 2011. In addition. it provides the information on proteins known to be involved in miRNA processing.

Sekil 4.12. miRWalk sitesinden deneysel olarak onaylanmis miRNA hedeflerinin

alinmasini gdsteren ekran goriintiisii.
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J/ 7@ mirwaik - The Database - x L L s . e ——

<« C 0 www.umm.uni-heidelberg.de/a

MiRWalk
% ' (] The Database on Predicted and Validated microRNA Targets
Predict s /2 !

I r Documentation Disclaimer

MicroRNA Target Results
Bottom Paging View

s e Semtoopams | .| Gonetome | —tawma0 | pumesid
2 jat 18668040
o A

hs; hsa-mir-30a 6 RABSC 5878

hsa-mir-30a 6 ARID1 8289 18663040
hsa-mar-30a [3 MRC2 9902 18663040
hsa-mir-303 6 1 10438 18668040
hsa-mir-30a 6 HMG, 8091 20652617
hsa-mir-303 6 FNDC3A 22862 1866804

hsa-mir-30a 6 IGE; 3482 1866804

hsa-mir-30a 6 PODXL 5420 18668040
hsa-mir-30a 6 NOS1 4842 21134262
hsa-mir-30a 6 PPPsC 5536 18668040
hsa-mir-30a 6 PM3 7170 18668040
hsa-mar-30a 6 P4HA2 8974 18668040
hsa-mir-303 6 GEMIN 25929 11914277
hsa-mir-30a 6 IMAP3K1 7786 19951984
hsa-mir-302 6 THEM4 17145 18668040
hsa-mir-30a 6 ARS 2617 1866804

hsa-mir-30a 6 NARS 4677 18668040
hsa-mir-30a 6 AURK] 9212 18663040
hsa-mir-30a 6 DICER1 23405 6574096
hsa-mir-30a 6 MT4 84560 20353094
hsa-mir-30a 6 CSNK1D 1453 1866804

hsa-mir-30a 6 ARL10 285598 19668040
hsa-mir-30a 6 TMEQT 51014 18668040
hsa-mir-30a 6 XN 64359 18663040
hsa-mir-30a 6 EAMI6A 84191 18668040
hsa-mir-30a 6 EIF2C2 27161 19138993

Sekil 4.13. miRWalk sitesinde ER belirte¢ adayr olan hsa-miR-30a-3p (hsa-miR-30a*) igin

deneysel olarak onaylanmis hedef listesini gosteren ekran goriintiisii.

Gelistirilen program siralama tabanli oldugu icin belirteg adayr miRNA’lar secilirken
tiimdr derecesi i¢in siralamadaki ilk 6, ER, PR, HER2 ve molekiiler alt tip icin ise ilk 3
miRNA iizerinden c¢alisilmis ve bu miRNA’larin ortak hedef genleri tespit edilmistir. Bu
liste elde edilirken ortak elemanlarin venn semalar1 yardimiyla bulunmasini saglayan ve

tekrarli elemanlari eleyen bir arag olan Venny (83) kullanilmistir.

Ayrica ortak hedef gen listeleri yolak analiz araglarinda analiz edilerek biyolojik islevleri,
molekiiler fonksiyonlar1 ve bulunduklar1 yolaklar arastirilmistir. Yolak analizi igin,
WebGestalt, (WEB-based GEne SeT AnaLysis Toolkit)
(http://bioinfo.vanderbilt.edu/webgestalt/ ), GeneCodis (http://genecodis.dacya.ucm.es/) ve
KEGG, Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (http://www.genome.jp/kegg/) yolak

analiz araglar1 kullanilmistir.
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4.2.7. Gelistirilen Meta-Analiz Yonteminin Bagimsiz mRNA Calismalarina

Uygulanmasi

miRNA verilerine uygulanan meta-analiz yonetiminin ayni sekilde mRNA verilerine de

uygulanmast MiIRNA-mRNA iligkisinin arastirilabilmesi a¢isindan énemlidir.

Bu nedenle program segilen 3 c¢alismayr (Cizelge 4.3) kapsayacak sekilde tekrar
calistirnlmistir. Ug ¢alismadaki mRNA’lar her calisma igin, ER, PR, HER2, tiim&r derecesi
ve molekiiler alt tip i¢in uygulanmis olan ANOVA testi sonucu elde edilen p degerine gore
kiigiikten biiylige dogru siralanmistir (Bu listeler ara dosyalar olarak program tarafindan
verilmektedir). Son asamada program en az iki ¢caligmada ortak olarak goriilen mRNA’larin
p degerine gore siralamalarini belirleyip bu siralamalarin ortalamasini almis ve bu
ortalamalar1 kiigiikten biiyiige dizerek bir sonu¢ swralama degeri belirlemistir. Ornek
olarak ER(+) / ER(-) bilgisi olan tiim ¢aligmalardaki mRNA’larin (ER bilgisi de olan en az
iki tane veri dosyasinda bulunan) sonug siralama degerlerine gore bir listesi olmustur. Bu
listeleme iglemi her bir patolojik ve histolojik durum i¢in tekrarlanmis ve sonucta ER, PR,
HER2, tiimor derecesi i¢in meta-mRNA’larin st siralarda oldugunu distindiigiimiiz

listeler elde edilmistir (tam listeler ekli CD’dedir).

Sadece bir mRNA mikrodizin caligmasinda (GSE17907) bilgisinin olmasi sebebi ile

molekiiler alt tip i¢in program tarafindan sonug listesi olusturulmamistir.

4.2.8. miRNA Hedef Gen Listelerinin Meta-Analiz Yonteminin Uygulandigis mRNA

Cahismalarindan Cikan Gen Listeleri ile Karsilastirilmasi

Belirte¢ aday1 oldugu diistiniilen miRNA’larin (ER, HER2 ve PR i¢in siralamadaki ilk 3
icerisinde, timor derecesi igin ise ilk 6 miRNA) hedef genlerinden yalnizca deneysel
olarak onaylananlarin tamami ile mRNA c¢alismalarinin meta-analizinden ¢ikan gen
listesinin siralamaya gore ilk %?20’sinin ortak elemanlar1 bulunmus ve yiizdeleri
hesaplanmistir. Bunun i¢in yine ortak elemanlarin venn semalar1 yardimiyla bulunmasini
saglayan ve tekrarh elemanlari eleyen bir arac olan Venny
(http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/) kullanilmistir. Venny biyoinformatik aracinin

tekrarlar1 elemesi saglikl bir ylizde bulunmasi agisindan dnemlidir.
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4.2.9. Ortak Gen Listelerine Yolak Analizlerinin Uygulanmasi

Bulunan ortak hedef genler yolak analiz araglarinda analiz edilerek biyolojik islevleri,
molekiiler fonksiyonlar1 ve bulunduklar1 yolaklar arastirilmistir. Yolak analizi igin,
WebGestalt, WEB-based GEne SeT AnaLysis Toolkit)
(http://bioinfo.vanderbilt.edu/webgestalt/ ), GeneCodis (http://genecodis.dacya.ucm.es/) ve
KEGG, Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (http://www.genome.jp/kegg/) yolak

analiz araglar1 kullanilmistir.

4.2.10. Belirtec Adayr miRNA’larin ifade Farkhligmm Tiimér Meme Dokusu

Orneklerinde Es-Zamanh PZR Yontemi ile Arastiriimasi

Calismanin bu kismi total RNA izolasyonu, miRNA’lardan cDNA sentezi ve es zamanli

PZR’yi i¢eren 3 asamada geceklestirilmistir.

ER ve HER? statiileri i¢in sonug¢ siralama degerine gore ilk 5 ve tiimor derecesi igin ise ilk

6 miRNA’nin primerleri temin edilmis ve es-zamanli PZR’de kullanilmustir (Cizelge 4.6).

Meme tiimérlerinden elde dilmis RNA 6rnekleri Bilkent Universitesi Molekiiler Biyoloji

ve Genetik Bolimii 6gretim tiyesi Dog. Dr. Isik Yulug’dan temin edilmistir.
RNA o6rnekleri hem miRNA hem de mRNA ¢alismalari i¢in kullanilmistir.
miRNA’lardan tamamlayict DNA (cDNA) sentezi

Total RNA kullanilarak yapilan cDNA sentez reaksiyonlarinda mRNA’y1 total RNA’dan
ayirmak icin mRNA’nin 3’ ucunda bulunan polyA kuyrugu kullanilir ve oligoT primeri
polyA kuyruguna hedef olarak kullanilarak total RNA’nin i¢inde bulunan mRNA’dan
tamamlayict DNA sentezlenir. Olgun miRNA’larin 3’ wuclarinda polyA kuyrugu
bulunmamaktadir ve bu durum klasik bir cDNA sentezinin yapilmasini engellemektedir.
miRNA’lardan cDNA sentezi i¢in 6ncelikle miRNA’larin 3 uglarina polyA kuyrugunu da
iceren bir “universal tag” eklenmistir (Qiagen). Bu ek hem cDNA sentezi i¢in kullanilacak
primer dizisini icermekte (polyA) hem de miRNA’nin boyunu es zamanli PZR i¢in yeterli
uzunluga getirmektedir. Bir sonraki basamakta universal tag’e spesifik bir primer

kullanilarak cDNA sentezi gerceklestirilmistir.
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Belirte¢ adayr miRNA’larn ifade farkliiginin es zamanli PZR yontemi ile arastirilmast

Ifade farkliliklar1 gdsteren miRNA’larin dogrulama ¢alismasi es zamanli PZR teknigi ile
gergeklestirilmistir. Her bir meme tiimoriinden elde edilen RNA’lardan sentezlenen
cDNA’lar PZR reaksiyonunda kalip olarak kullanilmig ve PZR sonucunda elde edilecek
ifadeler birbirleriyle karsilastirilmistir. miRNA’lara 6zel ileri primerler (Cizelge 4.6)
cDNA sentezi kitlerine de uyumlu olarak Qiagen firmasindan saglanmistir. Geri primer
olarak cDNA sentez reaksiyonunda da primer olarak kullanilan universal tag’e
tamamlayici olan universal primer kullanilmistir Qiagen firmasindan satin alinan bu kitler
laboratuvarimizda bulunan Roche LightCycler 480 platformu ile uyumludur. miRNA
ifadelerinin analizleri i¢in RNUG6-2 normalizasyon geni olarak kullanilmistir ve sonuglarin

analizi AACt metodu kullanilarak gerceklestirilmistir.

4.2.11. Secilen mRNA’larin ifade Farkhiliginin Tiimér Meme Dokusu Orneklerinde

Es-Zamanh PZR Yontemi ile Arastirilmasi

Calismanin bu kism1 mRNA’lardan cDNA sentezi ve es zamanli PZR’yi igceren 2 agamada

geceklestirilmistir.

Timor derecesi igin ilk 6 miRNA’nin deneysel olarak onaylanmig hedefleri ile mRNA
listesinin (meta-analiz sonucu elde edilen) ilk %?20’sinin ortagi olan 49 genin (Cizelge
5.17) 10 tanesine Primer3 (84) programi kullanilarak primer tasarlanmig, primerler temin

edilmis ve es-zamanli PZR’de kullanilmustir (Cizelge 4.7).
mRNA’lardan tamamlayict DNA (cDNA) sentezi

mRNA’dan cDNA sentezi klasik yontem olan oligo(dT) primeri kullanilarak
gerceklestirilmistir (Roche).

Secilen mRNA’larn ifade farklihginin es zamanl PZR yontemi ile arastirilmasi

mRNA’larin dogrulama calismasi es zamanli PZR teknigi ile gerceklestirilmistir. Her bir
meme tiimoriinden elde edilen RNA’lardan sentezlenen cDNA’lar PZR reaksiyonunda
kalip olarak kullanilmig ve gen spesifik primerler (Cizelge 4.7) kullanilarak PZR
reaksiyonu  kurulmustur. PZR sonucunda elde edilecek ifadeler birbirleriyle
karsilagtirtlmistir. mRNA ifade analizleri igin ACTB ve TBP normalizasyon geni olarak

kullanilmistir ve sonuglarin analizi AACt metodu kullanilarak gerceklestirilmistir.

48


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=26826

4.2.12. Secilen meta-mRNA’larin Biyoinformatik Olarak Onaylanmasi

Tiimor derecesi igin ilk 6 meta-miRNA’nin deneysel olarak onaylanmis hedefleri ile meta-
MRNA listesinin (meta-analiz sonucu elde edilen) ilk %20’sinin ortagi olan 49 genin
(Cizelge 5.17) tamami ile BRB-Array Tools kullanilarak bagimsiz ¢alismalarda analiz
yapilmustir.

BRB-Array Tools, DNA mikrodizin verilerini goriiniir hale getiren ve istatistiksel
yontemlerle islemeye yarayan Excel tabaninda calisan bir eklenti paketidir. Bu analiz
aracinin Ozellikleri kullanarak segtigimiz gen listesinin bagimsiz ¢aligmalarda nasil ifade

gosterdigi ve tumor derecesi i¢in ayirict olup olmadigr incelenmistir.
4.2.13. Istatistiksel Analizler
4.2.13.1. ANOVA Testi

ANOVA testi iki ya da daha fazla gruba ait ortalamalar arasindaki farkin istatistiksel olarak
anlamli olup olmadigimi belirlemek i¢in kullanilir. Calismada, meta-analiz algoritmasi

icinde kullanilan ANOVA testt MATLAB kullanilarak gerceklestirilmistir.
4.2.13.2. t-Testi

t-testi, hipotez testlerinde en yaygin olarak kullanilan yontemdir. Bu test ile iki grubun
ortalamalar1 karsilastirilarak, aradaki farkin rastlantisal mi, yoksa istatistiksel olarak
anlamli m1 olduguna karar verilir. Calismada t-testi, es-zamanli PZR sonucunda ifade
farklilign  gosteren miRNA ve mRNA’larin  tespiti  swrasinda  Excel’deki
“=TTEST* fonksiyonu kullanilarak uygulanmstir.

4.2.13.3. Kiimeleme Analizi (Cluster Analysis)

Birimleri sahip olduklar1 karakteristik Ozelliklere gore gruplayan istatistiksel analiz
yontemidir. Kiimeleme islemi basarili olursa, bir geometrik cizim yapildiginda nesneler
kiime icerisinde birbirine ¢ok yakin, kiimeler ise birbirinden uzak ve ayri olacaktir.
Kiimeleme analizi ve gorsellestirmesi igin Eisen Lab Cluster Version 3.0 ve Treeview

Version 1.1.6 R4 programlari kullanilmistir (85).
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4.2.13.4. Ayirma Analizi (Discriminant Function Analysis)

Ayirma analizi, iki veya daha fazla sayidaki grubun ayirimi ile ilgilenen bir istatistiksel
analizdir. Bu yontemle analiz oncesi tanimlanmis iki veya daha fazla sayida grubun
ortalama nitelikleri arasinda 6nemli farklarin olup olmadigmin test edilebilir, gruplar
arasindaki farka her bir degiskenin katkisinin bulunabilir ve gruplar arasindaki ayrimi en
iyi yapan degisken kombinasyonunu belirlenebilir. Ayirma analizleri Minitab™ programi

kullanilarak gergeklestirilmistir.

4.2.13.5. Mann Whitney Testi

Mann Whitney testi iki grubun birbirinden farkli olup olmadigini belirlemek i¢in kullanilan
bir istatistiksel analiz yontemidir (86). Gruplarin ortanca (medyan) degerlerini karsilastirir,
degiskenlerin degerlerini sirali hale doniistiiriir. Boylece iki grup arasindaki siralamanin
farkli olup olmadigini1 degerlendirir. Calismada Mann Whitney Testi Minitab™ programi
kullanilarak yapilmistir.

50



5. ARASTIRMA BULGULARI
5.1. Meta-analiz Sonucu Elde Edilen Belirte¢ Adayr meta-miRNA Listeleri

Gelistirilen ANOVA temelli ve siralama tabanli meta-analiz programinin 6 meme kanseri,
MiRNA mikrodizin ¢alismas1 (Cizelge 4.1) i¢in ¢alistirllmasi sonucu elde edilen listede
sonug¢ siwralama degerine gore ilk 20’de bulunan belirte¢ adayr meta-miRNA’lar ER,
Timor Derecesi, HER2, molekiiler alt tip ve PR i¢in asagida verilmistir (tam listeler ekli

CD’dedir).
5.1.1. ER Statiisii icin Belirtec Aday1 meta-miRNA Listesi

Cizelge 5.1. ER i¢in meta-analiz programindan elde edilen listede sonug siralama degerine

gore ilk 20°de bulunan belirte¢ adayr meta-miRNA’lar.

mMiRNA Siralamalarin Ortalamasi Bulunan Galisma Sayisi Sonug Siralama Degeri
hsa-miR-30a-3p 28.0 2 1
hsa-miR-505* 315 2 2
hsa-miR-30a-5p 455 2 3
hsa-miR-518d-3p 47.0 2 4
hsa-miR-501-3p 53.0 2 5
hsa-miR-449b 53.3 3 6
hsa-miR-491-5p 54.0 3 7
hsa-let-7a 57.4 5 8
hsa-miR-452 57.8 4 9
hsa-miR-518f 58.5 2 10
hsa-miR-877 59.0 2 11
hsa-miR-199b 60.5 2 12
hsa-miR-339 63.5 2 13
hsa-miR-93 65.3 4 14
hsa-miR-661 67.0 2 15
hsa-miR-33 68.0 2 16
hsa-miR-122a 68.5 2 17
hsa-miR-199a* 68.8 4 18
hsa-miR-518a-3p 70.0 2 19
hsa-miR-199a 72.0 2 20
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5.1.2. Tiimér Derecesi (Grade) icin Belirtec Adayr meta-miRNA Listesi

Cizelge 5.2. Timor derecesi icin meta-analiz programindan elde edilen listede sonug

siralama degerine gore ilk 20’de bulunan belirte¢ adayr meta-miRNA’lar.

miRNA Siralamalarin Ortalamasi Bulunan Galisma Sayisi  Sonug Siralama Degeri
hsa-let-7c 9.0 3 1
hsa-let-7a 12.0 3 2
hsa-let-7f 145 2 3
hsa-let-7d 155 2 4
hsa-let-7e 19.0 2 5
hsa-let-7i 23.7 3 6
hsa-miR-30a-3p 26.0 2 7
hsa-let-7g 313 3 8
hsa-miR-331 53.5 2 9
hsa-miR-199b 55.5 2 10
hsa-let-7b 71.0 3 11
hsa-miR-199a 715 2 12
hsa-miR-30a-5p 73.0 2 13
hsa-miR-509 75.0 2 14
hsa-miR-7 85.5 2 15
hsa-miR-320 86.5 2 16
hsa-miR-33 90.0 2 17
hsa-miR-28 915 2 18
hsa-miR-99a 915 2 19
hsa-miR-122a 92.5 2 20

5.1.3. HER2 Statiisii I¢in Belirtec Aday1 meta-miRNA Listesi

Cizelge 5.3. HER2 icin meta-analiz programindan elde edilen listede sonu¢ siralama

degerine gore ilk 20°de bulunan belirte¢ adayr meta-miRNA’lar.

miRNA Siralamalarin Ortalamasi  Bulunan Calisma Sayisi  Sonug¢ Siralama Degeri
hsa-miR-30a-3p 6.0 2 1
hsa-miR-99b 10.0 2 2
hsa-miR-339 29.5 2 3
hsa-miR-516-3p 31.0 2 4
hsa-miR-216 32.0 2 5
hsa-miR-1 36.0 3 6
hsa-miR-302c 36.5 2 7
hsa-miR-217 38.0 2 8
hsa-miR-507 45.0 2 9
hsa-miR-412 49.0 2 10
hsa-miR-127 54.5 2 11
hsa-miR-337 54.5 2 12
hsa-miR-9 56.0 2 13
hsa-miR-383 58.5 2 14
hsa-miR-128b 59.0 2 15
hsa-miR-325 59.5 2 16
hsa-let-7a 63.7 3 17
hsa-miR-380-3p 65.0 2 18
hsa-miR-34c 65.5 2 19
hsa-miR-125a 67.0 2 20
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5.1.4. Molekiiler Alt Tip i¢cin Belirte¢ Adayr meta-miRNA Listesi

Cizelge 5.4. Molekiiler alt tip i¢in meta-analiz programindan elde edilen listede sonug

siralama degerine gore ilk 20’de bulunan belirte¢ adayr meta-miRNA’lar.

MiRNA Siralamalarin Ortalamasi Bulunan Calisma Sayisi Sonug Siralama Degeri
hsa-let-7a 16.7 3 1
hsa-miR-497 26.7 3 2
hsa-miR-493 27.0 2 3
hsa-miR-505 28.3 3 4
hsa-miR-494 29.5 2 5
hsa-miR-339 33.0 2 6
hsa-miR-422a 335 2 7
hsa-miR-378 35.5 2 8
hsa-miR-377 36.0 2 9
hsa-miR-500 38.0 2 10
hsa-miR-379 41.0 2 11
hsa-miR-451 41.3 3 12
hsa-miR-429 42.0 2 13
hsa-miR-128b 50.5 2 14
hsa-miR-382 50.5 2 15
hsa-miR-375 51.5 2 16
hsa-miR-498 52.0 2 17
hsa-miR-122a 55.0 2 18
hsa-miR-151 55.5 2 19
hsa-miR-125a 56.5 2 20

5.1.5. PR Statiisii I¢in Belirtec Adayr meta-miRNA Listesi

Cizelge 5.5. PR i¢cin meta-analiz programindan elde edilen listede sonug siralama degerine

gore ilk 20°de bulunan belirteg adayr meta-miRNA’lar.

miRNA Siralamalarin Ortalamasi Bulunan Galisma Sayisi  Sonug Siralama Degeri
hsa-let-7b 6.5 2 1
hsa-miR-135b 35 2 2
hsa-miR-145 37 2 3
hsa-miR-519a 395 2 4
hsa-miR-299-3p 40 2 5
hsa-miR-505 48.5 2 6
hsa-miR-224 56 2 7
hsa-let-7a 69 2 8
hsa-miR-222 73 2 9
hsa-miR-25 74.5 2 10
hsa-miR-29c¢ 81.5 2 11
hsa-miR-34a 82 2 12
hsa-miR-378 85 2 13
hsa-miR-26a 91.5 2 14
hsa-miR-452 925 2 15
hsa-miR-29a 105 2 16
hsa-miR-199a* 106 2 17
hsa-miR-29b 114 2 18
hsa-miR-125b 115.5 2 19
hsa-miR-149 117 2 20
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5.2. Belirtec Aday1 miRNA’larin Hedef Genlerinin Bulunmasi ve Ortak Genlerin

Yolak Analizi Sonuclari

Sec¢ilen miRNA’larin deneysel olarak onaylanan hedef genleri miRWalk ile tespit edilmis

ve bu miRNA’larin etkiledigi ortak hedefler Venny yardimai ile belirlenmis, WebGestalt ve

KEGG siteleri kullanilarak yolak analizleri yapilmistir.
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2 hsa-miR-30a-3p |hsa-miR-505* hsa-miR-30a-5p hsa-miR-30a-3p |hsa-miR-88b hsa-miR-339 hsa-let-7b hsa-miR-135b hsa-miR-145
3 SHH CDKN2A CHAF1A SHH FRAP1 MAP2K1 GPD1 MID1 DMTF1
4 MET CDKN2D COX8A MET DICER1 POMC PXDN SMADS CDH11
5 CYP51A1 Chorf41 DSP CYP51A1 IL6 RARA DICER1 BGLAP FLI1
6 DPPT7 ELF4 ANXA2 DPP7 PSAT1 RGS2 KDELC2 MYEF2 IRS1
7 UBE2J1 ARSF MRPS33 UBE2)11 PECAM1 ROBO1 KRAS RUNX2 RTKN
& MRPS24 SFRS1 SLC12A4 MRPS24 NFKB1 BDNF MYC BMP2 PROM1
9 AP3B1 TP53 CBFB AP3B1 SMARCD1 RUNX1 CCND1 NPC1 LIN28B
10 PIWIL1 TGFB1 PIWIL1 RRBP1 JAKZ TMEMS9 HOXA1 HOXA9
11 TOMM34 FERMT2 TOMM34 RELB CCKBR LIN28B TWIST1 TP53
12 PRDM1 REG2A PRDM1 SMARCAS UNCEC DERL1 ITGA2B SOX18
13 TMEM2 NATE TMEM2 CDH17 ELA2 TUT1 DBP ZNF828
14 ARL2 SMAD1 ARL2 FBXWT7 DCC IFRD1 NAT13 SOX4
15 PPP2R5C PPP5C PPP2R5C IFNA1 GBPC ATPEVOA1 MAFB RBBP6
16 ABL1 GPAM ABL1 HMGA2 SUFU SDCBP FOS DICER1
17 NUFIP2 MRM1 NUFIP2 SYNE1 EPHA3 LINZ8 MAPRE2 IFNG
18 SLC25A22 SLCYA3R2 SLC25A22 PRDM1 DICER1 STX7 RDH10 COX8A
19 ATPEV1F RAB5C ATPEV1F CREB1 GYPE NOL3 STAT3 SOAT1
20 SRPRB ARID1A SRPRB CD40LG ICAM1 IGF2BP1 IMPDH1 STK3
21 SLC38A1 MRC2 SLC38A1 AKT1 IGF1R TMED2 ERBB2 EIF2C2
22 SCAMP1 ciD SCAMP1 NDUFA2 NFYC MCL1 CSH1 UTP14A
23 AKAPS HDAC9 AKAPS IGF1IR NELL1 CEBPA SP7 CCND1
24 CDKN2A FNDC3A CDKN2A JUN COX8A BBS9 APC CTNNB1
25 F2 IGF2R F2 PSMAT7 PAK3 SQSTM1 IBSP F11R
26 HYAL1 PODXL HYAL1 TLR4 HTR2C CcL7 PROC IRS2
27 ACP2 TPM3 ACP2 CCND1 SKP1 KRT7
23 TLOC1 P4HA2 TLOC1 NFYC ZNF294 S0xX2
29 PEX11B MAP3K12 PEX11B CcD80 MYO10 MYC
30 EIF2C2 THEM4 EIF2C2 FASN PKN2 IRAKZ
31 DUSP12 GARS DUSP12 TGFB1 RQCD1 KLF4
32 GALNT1 NARS GALNT1 IGF1 ZCCHC11 BEX1

Sekil 5.1. Bazi1 belirteg adayt miRNA’lar (ER,HER2 ve PR i¢in siralamada ilk 3 miRNA)

icin diizenlenmis 6rnek hedef gen listesine ait ekran goriintiisii.

Yolak analizleri ER, HER2 ve PR i¢in ilk 3 miRNA’nin ortak hedefi olan genler ile

gergeklestirilmistir.

Molekiiler alt tip i¢in ilk 3 miRNA’nin ortak hedefi bulunmadig i¢in listeler birlestirilmis

ve yolak analizi biitiin hedefler lizerinden yapilmistir.

Tiimor derecesinde ise ilk 6 miRNA’y1 anlamli olabilecek sekilde let-7 ailesine dahil
mMiRNA’lar (hsa-let-7c, hsa-let-7a, hsa-let-7f, hsa-let-7d, hsa-let-7e, hsa-let-7i) olusturdugu

icin ilk 6 miRNA’nin ortak hedefleri ile gerceklestirilmistir.
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5.2.1. ER Statiisii icin Belirtec Aday1 miRNA’larin Hedef Genlerinin Bulunmasi ve

Ortak Genlerin Yolak Analizi Sonuclar:

ER i¢in sonug¢ siralama degerine gore ilk sirada olan hsa-miR-30a-3p’nin 471 tane, ikinci
siradaki hsa-miR-505*%’in 7 tane, igiincii siradaki hsa-miR-30a-5p’nin ise 468 tane

deneysel olarak onaylanmis hedefi bulunmaktadir.

Ortak hedefler Venny kullanilarak arastirilmis ve 2 gen ilk 3 miRNA i¢in ortak ¢ikmigtir
(Sekil 5.2). Bu genler; CDKN2A ve TP53’tiir.

miR-30a-3p miR-505*

miR-30a-5p

Sekil 5.2. ER patolojik alt tipi i¢in sonug siralama degerine gore ilk 3 miRNA’nin ortak

hedef gen sayisin1 gdsteren Venny araci ile ¢izilmis venn semasi.

Yolak analizi i¢in Webgestalt kullanilmistir ve ER i¢in ortak hedef genler olan CDKN2A
(p14ARF) ve TP53 istatistiksel olarak anlamli sekilde hiicre dongiisii, kanser ve p53 sinyal
yolaginda (Sekil 5.3) yer almaktadir (p<5.70e-05).

Cizelge 5.6. ER i¢in ilk 3 miRNA’nin ortak hedefleri olan CDKN2A ve TP53’iin KEGG

yolak analizi 6rnek sonug tablosu.

Yolak Ad1 Gen Sayisi Anlamhlik Degeri
Pancreatic cancer 2 p=3.64e-06
Chronic myeloid leukemia 2 p=3.64e-06
Melanoma 2 p=3.64e-06
Glioma 2 p=3.64e-06
Non-small cell lung cancer 2 p=3.64e-06
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p53 signaling pathway 2 p=3.64e-06
Bladder cancer 2 p=3.64e-06
Cell cycle 2 p=9.23e-06
Pathways in cancer 2 p=5.70e-05
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Sekil 5.3. ER i¢in ilk 3 miRNA’nin ortak hedef genleri olan CDKN2A ve TP53’ iin KEGG

yolak analiz sonucu (p=3.64e-06). Hedef genler kirmizi ile gosterilmektedir.

5.2.2. Tiimor Derecesi icin Belirte¢c Adayr miRNA’larin Hedef Genlerinin Bulunmasi

ve Ortak Genlerin Yolak Analizi Sonuclar:

Tiimor derecesi i¢in sonug¢ swralama degerine gore elde edilen listede ilk 6 miRNA’y1
anlamli olabilecek sekilde let-7 ailesine dahil miRNA’lar (hsa-let-7¢c, hsa-let-7a, hsa-let-7f,
hsa-let-7d, hsa-let-7e, hsa-let-7i) olusturdugu i¢in 6 miRNA’nin da deneysel olarak
onaylanmig hedefleri belirlenmistir. Sirasiyla hsa-let-7¢’nin 299, hsa-let-7a’nin 308, hsa-
let-7f’nin 283, hsa-let-7d’nin 283, hsa-let-7¢’nin 301, hsa-let-7i’nin ise 269 tane hedefi

bulunmustur.

Ortak hedefler Venny kullanilarak arastirilmis ve 251 gen ilk 6 miRNA i¢in ortak ¢ikmistir
(Cizelge 5.7).
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hedef gen listesi.

Cizelge 5.7. Timor derecesi icin sonug siralama degerine gore ilk 6 miRNA’nin ortak

Tiimor derecesi icin ilk 6 miRNA'nin ortak hedefleri

ACVR2A COPS8 GHR NCOA3 SOCS1
AIRE COX8A GLI1 NCOA4 SOCS3
AKT1 CSAD GPI NES SOCS4
AKT2 CSN1S1 GRB2 NFKB1 SOX2

ALDH1Al | CTNNBIP1 | HAND1 NFKBIA SPRY?2

AMACR CXCR4 HAND2 NKX2-1 SRC
ARC CYCS HDAC4 NOL3 SRM
ARS2 CYFIP2 HK1 NPAT STAT1
ATN1 CYLD HMGA1 NPC1 STAT3

ATP6V1B2 | CYP27B1 | HMGAZ2 NPM1 SYNE1

ATP8A2 DCN HNF4A NR1I2 TAF1C
BASP1 DDX6 HNRNPA1 NRAS TARBP2
BBS9 DERL1 HOXA10 NRIP1 TBXS5
BCL2 DGCRS8 IF144 OPRM1 TCF19

BCL2L1 DICER1 IFNA1 PAK3 TGFB1
BCL6 DNMT1 IFNA2 PAXT7 TGFB3
BIRC3 DNMT3B IFNG PDCD6 TGFBR1
BRAF DUSP2 IGF1 PDHAZ2 TIMP3

BRCAl DYRK?2 IGF1IR PGC TMOISF3

BRCAZ2 E2F1 IGF2BP1 PGRMC1 | TMEM132D

Cl7orfo1 E2F2 IL10 P13 TNF

CBS E2F3 IL13 PIK3CA TNRC6A
CCL7 ECD IL6 PLOD3 TNRC6B

CCNAZ2 EGFR IL8RA POLD3 TNRC6C

CCND1 EGR1 ITGB3 POLR2A TP53

CCND2 EIF2C1 JARID1B | PPARGC1A TP63

CCNG1 EIF2C2 KHSRP PRDM1 TP73
CCR4 EIF2C4 KISS1R PROM1 TRAT1

CD4 EIF3A KIT PRTN3 TREH
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CD46 EIFAE KITLG PSD4 TRIM17
CDC25A EIF4AG1 KRAS PTEN TRIM32
CDC25C ELF4 LAMP3 RABEPK TUT1

CDC34 ELK3 LARP4 RASSF1 TWIST1

CDK®6 ELSPBP1 LIF RBBP6 UBEZ2I
CDKN1A EPHA2 LIN28 RBPJL UHRF2
CDKN2A EPHB2 LIN28B RDX VDR
CDKN2D ERBB2 LRRK?2 RET WEEL1

CEBPA ERBB3 LSM1 RNASEN WFS1
CEBPZ ESR1 MAPKS3 RORA WIBG

CGA ESR2 MBL2 RTN4 XPO1

CHAF1A EXOSC1 MCL1 RUNX1 XRN1
CHEK1 FAS MEIS1 SCPEP1 ZCCHC11
CISH FASN MEST SF4 ZCCHCG6
CKAP4 FBXW/7 MMP14 SHH ZEB1

CLEC5A FLT3 MMP8 SKP1 ZNF167
CLU FMR1 MOV10 SLC25A10 ZNF362
CNN3 FN1 MSTN SLC27A4 ZNF512B
CNTN3 FOXA1 MYC SLC7A1l

COL1A1 FOXP1 MYCN SLC7A5

COL4A2 FXR1 NCAPG SMO

COL5A3 GAB2 NCBP1 SMOX
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Yolak analizi i¢gin Webgestalt kullanilmistir ve timor derecesinde ilk 6 miRNA’nin hedef
genleri istatistiksel olarak anlamli sekilde kanser (Sekil 5.4), apoptoz, hiicre dongiisii ve
JAK/STAT gibi sinyal yolaklarinda yer almaktadir (p<4.50e-13).

Cizelge 5.8. Timor derecesi igin ilk 6 miRNA’nin ortak 251 hedefi i¢in KEGG yolak

analizi 6rnek sonug tablosu.

Yolak Ad1 Gen Sayisi Anlamhlik Degeri
Pathways in cancer 49 p=7.73e-53
Chronic myeloid leukemia 25 p=1.98e-36
Pancreatic cancer 23 p=3.90e-33
Prostate cancer 22 p=1.16e-28
Non-small cell lung cancer 18 p=2.94e-26
Jak-STAT signaling pathway 23 p=8.92e-25
Small cell lung cancer 19 p=3.89%¢-24
Bladder cancer 15 p=1.28e-22
Acute myeloid leukemia 16 p=3.36e-22
Cell cycle 19 p=5.97e-21
ErbB signaling pathway 15 p=1.42e-17
p53 signaling pathway 13 p=5.85e-16
Apoptosis 12 p=4.50e-13
MAPK signaling pathway 17 p=1.30e-12
TGF-beta signaling pathway 10 p=1.79%-10
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Sekil 5.4. Tiimor derecesi i¢in ilk 6 miRNA ‘nin ortak hedef genlerinin 49 tanesinin

KEGG yolak analiz sonucu (p=7.73e-53). Hedef genler kirmiz1 ile gésterilmektedir

5.2.3. HER?2 Statiisii icin Belirtec Adayr miRNA’larin Hedef Genlerinin Bulunmasi

ve Ortak Genlerin Yolak Analizi Sonuglar:
HER?2 i¢in sonug siralama degerine gore ilk sirada olan hsa-miR-30a-3p’nin 471 tane

ikinci siradaki hsa-miR-99b’nin 30 tane, ti¢linci siradaki hsa-miR-339’un ise 24 tane

deneysel olarak onaylanmis hedefi bulunmaktadir
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Ortak hedefler Venny kullanilarak arastirilmis ve 2 gen ilk 3 miRNA igin ortak ¢ikmustir
(Sekil 5.5). Bu genler; DICER1 ve NFYC’dir.

miR-30a-3p miR-99b

miR-339

Sekil 5.5. HER2 patolojik alt tipi i¢in sonug siralama degerine gore ilk 3 miRNA’nin ortak

hedef gen sayisin1 gosteren Venny araci ile ¢izilmis venn semasi.

Yolak analizi i¢in genler ortak bir yolakta bulunmadig1 ve az sayida gen arastirildigi icin

Webgestalt lizerinden arama yapilmamis direk KEGG sitesi kullanilmistir.
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Sekil 5.6. HER2 i¢in ilk 3 miRNA ‘nin ortak hedef genlerinden DICERI1 i¢in KEGG yolak

analiz sonucu. Hedef gen kirmizi ile gosterilmektedir.

5.2.4. Molekiiler Alt Tip icin Belirtec Adayr miRNA’larin Hedef Genlerinin

Bulunmasi ve Bu Genlerin Yolak Analizi Sonuclar:

Molekiiler alt tip i¢in sonug siralama degerine gore ilk sirada olan hsa-let-7a’nin 308 tane,
ikinci siradaki hsa-miR-497’nin 23 tane, tglnci siradaki hsa-miR-493’{in ise 4 tane
deneysel olarak onaylanmis hedefi bulunmaktadir. ilk 3 miRNA’nin ortak hedefi
bulunmadig i¢in listeler birlestirilmis ve yolak analizi biitiin hedefler lizerinden yapilmistir.

Toplam hedef sayis1 322°dir (Cizelge 5.9).
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Cizelge 5.9. Molekiiler alt tip i¢in sonug siralama degerine gore ilk 3 miRNA’ ’nin toplam

hedef gen listesi.

Molekiiler alt tip icin ilk 3 miRNA'nin toplam hedefleri
ACVR2A CLEC5A ESR2 KITLG PEBP1 SOCS4
AIRE CLU EXOSC1 KLF4 PGC SOX2
AKT1 CNN3 F3 KRAS PGRMC1 SPINK1
AKT2 CNTN3 FAS LAMP3 P13 SPRY?2
ALDH1Al | COL1A1 FASN LARP4 PIK3CA SRC
AMACR COL4A2 FBXW7 | LGALS3 PLOD3 SRM
APC COL5A3 FLT3 LIF POLD3 STAT1
APOBEC3G COPS8 FMR1 LIN28 POLR2A STAT3
ARC COX8A FN1 LIN28B POMC STMN1
ARS2 CSAD FOXA1 LRRK2 | PPARGC1A SYCP3
ASAHL CSN1S1 FOXP1 LSM1 PPP2R1B SYNE1
ATN1 CTNNBIP1 | FOXP3 LYPLA3 PRDM1 TAF1C
ATP6V1B2 | CXCL12 FXR1 MAP2K1 PROM1 TARBP2
ATP8A2 CXCR4 GAB?2 MAPK1 PRTN3 TBX5
BACE1 CYBS5R3 GEMIN4 | MAPK3 PSD4 TCF19
BASP1 CYCS GHR MBL2 PTEN TGFB1
BBS9 CYFIP2 GLI1 MCL1 RAB27A TGFB3
BCL2 CYLD GPI ME1 RAB40B TGFBR1
BCL2L1 CYP11Al GRB2 MEIS1 RAB40C TIMP3
BCL6 CYP19A1 HAND1 MEST RABEPK TLR4
BIRC3 CYP27B1 HAND?2 MET RADS51L3 TMOISF3
BRAF CYP7A1 HDAC4 MMP14 RAF1 TMEM132D
BRCA1 DCN HK1 MMP8 RASSF1 TNF
BRCA2 DDIT3 HMGA1l | MOCOS RBBP6 TNRC6A
Cl7o0rfo1 DDX20 HMGA2 MOV10 RBL2 TNRC6B
CBS DDX4 HMOX1 MSTN RBPJL TNRC6C
CCL7 DDX6 HNF4A MYC RDX TP53
CCNA2 DERL1 | HNRNPA1 | MYCN RET TP63
CCND1 DGCRS8 HOXA10 | NCAPG RNASEN TP73
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CCND2 DICER1 HOXA9 NCBP1 RNPC3 TRAF6
CCNG1 DNMT1 HRSP12 NCOA3 RORA TRAT1
CCR4 DNMT3B IF144 NCOA4 ROS1 TREH

CD28 DUSP2 IFNA1 NES RPE TRIM17
CD4 DYRK?2 IFNA2 NF2 RRBP1 TRIM32
CD46 E2F1 IFNG NFKB1 RTN4 TUT1
CD69 E2F2 IGF1 NFKBIA RUNX1 TWIST1
CD8A E2F3 IGF1IR NFYC RUNX2 UBEZ2I
CDC25A ECD IGF2BP1 | NKIRAS2 SAGE1 UHRF1BP1
CDC25C EGFR IL10 NKX2-1 SCAP UHRF2
CDC34 EGR1 IL13 NOL3 SCPEP1 VDR
CDKG6 EIF2C1 IL17A NOS2A SELL WEEL1
CDKN1A EIF2C2 IL1B NPAT SF4 WEFS1
CDKN1B EIF2C4 IL2RA NPC1 SHH WIBG
CDKN1C EIF3A IL6 NPM1 SKP1 XPO1
CDKN2A EIF4E ILSRA NR1I2 SLC25A10 XRN1
CDKN2D EIF4G1 ILF2 NRAS SLC27A4 ZCCHC11
CEBPA ELF4 ILF3 NRIP1 SLC7A1 ZCCHCG6
CEBPB ELK3 IRAK2 OPRM1 SLC7A5 ZEB1
CEBPZ ELSPBP1 ITGB3 PAH SMO ZEB2
CGA EPHA2 JAK2 PAK3 SMOX ZNF167
CHAF1A EPHB2 JARID1B PAX7 SNAI2 ZNF362
CHEK1 ERBB2 KHSRP PDCD6 SOAT1 ZNF512B
CISH ERBB3 KISS1R PDHA2 SOCS1
CKAP4 ESR1 KIT PDXP SOCS3
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Yolak analizi i¢gin Webgestalt kullanilmistir ve molekiiler alt tipte ilk 3 miRNA’nin hedef
genleri istatistiksel olarak anlamli sekilde kanser (Sekil 5.7), apoptoz, hiicre déngiisii, p53,
JAK/STAT, TGF-beta, mTOR gibi sinyal yolaklarinda yer almaktadir (p<9.29¢-09).

Cizelge 5.10. Molekiiler alt tip i¢in ilk 3 miRNA’nin toplam hedefleri icin KEGG yolak

analizi 6rnek sonug tablosu.

Yolak Ad1 Gen Sayisi Anlamhlik Degeri
Pathways in cancer 56 p=7.75e-58
Chronic myeloid leukemia 29 p=1.79%e-41
Pancreatic cancer 26 p=2.44e-36
Prostate cancer 26 p=2.99e-33
Non-small cell lung cancer 21 p=3.91e-30
Bladder cancer 18 p=7.94e-27
Small cell lung cancer 21 p=1.87e-25
Jak-STAT signaling pathway 25 p=2.47e-25
Cell cycle 22 p=1.98e-23
ErbB signaling pathway 19 p=3.56e-22
MAPK signaling pathway 24 p=1.87e-18
p53 signaling pathway 13 p=9.45e-15
Apoptosis 14 p=9.73e-15
TGF-beta signaling pathway 13 p=1.54e-13
mTOR signaling pathway 8 p=9.29%¢-09
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Sekil 5.7. Molekiiler alt tip i¢in ilk 3 miRNA ‘nin toplam hedef genlerinin 56 tanesinin

ornek KEGG yolak analiz sonucu. Hedef genler kirmizi ile gosterilmektedir.

5.2.5. PR Statiisii icin Belirte¢ Aday1 miRNA’larin Hedef Genlerinin Bulunmasi ve

Ortak Genlerin Yolak Analizi Sonuglar:

PR igin sonu¢ swalama degerine gore ilk sirada olan hsa-let-7b’nin 663 tane, ikinci
siradaki hsa-miR-135b’nin 24 tane, li¢lincii siradaki hsa-miR-145"in ise 176 tane deneysel

olarak onaylanmis hedefi bulunmaktadir.

Ortak hedefler Venny kullanilarak arastirilmis ve 2 gen ilk 3 miRNA i¢in ortak
cikmistir(Sekil 5.8). Bu genler; NPC1 ve ERBB2’dir.
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Sekil 5.8. PR patolojik alt tipi i¢in sonu¢ siralama degerine gore ilk 3 miRNA’nin ortak

hedef gen sayisini gosteren Venny araci ile ¢izilmis venn semasi.

Yolak analizi i¢in genler ortak bir yolakta bulunmadig1 ve az sayida gen arastirildigi icin

Webgestalt tizerinden arama yapilmamis direk KEGG sitesi kullanilmistir.
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Sekil 5.9. PR igin ilk 3 miRNA‘nin ortak hedef genlerinden ERBB2 i¢in KEGG yolak

analiz sonucu. Hedef gen kirmiz1 ile gosterilmektedir.
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5.3. Meta-analiz Sonucu Elde Edilen Ornek mRNA Listeleri

Gelistirilen meta-analiz programinin 3 meme kanseri, mRNA, mikrodizin c¢aligsmasi
(Cizelge 4.3) i¢in galistirilmasi sonucu elde edilen listede sonug siralama degerine gore ilk
20’de bulunan mRNA’lar ER, Tiimor Derecesi, HER2 ve PR i¢in agagida verilmistir (tam
listeler ekli CD’dedir).

Molekiiler alt tip bilgisi sadece bir mRNA mikrodizin ¢alismasinda (GSE17907) oldugu

icin molekiiler alt tip i¢in program tarafindan sonug listesi olusturulmamagtir.

5.3.1. ER Statiisii icin Meta-Analiz Sonucu Elde Edilen Ornek mRNA Listesi

Cizelge 5.11. ER i¢in meta-analiz programindan elde edilen listede sonu¢ siralama

degerine gore ilk 20°de bulunan mRNAlar.

mRNA Siralamalarin Ortalamasi Bulunan Calisma Sayisi  Sonug Siralama Degeri
AFF3 94.0 2 1
KMT2A 94.0 2 2
CCDC170 105.5 2 3
WWP1 213.0 3 4
COL4A4 230.5 2 5
FAM49A 281.5 2 6
USB1 289.3 3 7
PALMZ2 294.5 2 8
ZNF259 300.3 3 9
AZ2ML1 327.0 2 10
YBX1 368.3 3 11
USP6NL 428.3 3 12
UGCG 431.7 3 13
WEFS1 433.3 3 14
YEATS2 435.5 2 15
ST8SIAL 454.5 2 16
TTC7A 486.3 3 17
UQCRH 487.7 3 18
UPP1 494.0 3 19
SPRYD3 507.5 2 20
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5.3.2. Tiimér Derecesi icin Meta-Analiz Sonucu Elde Edilen Ornek mRNA Listesi

Cizelge 5.12. Tiimor derecesi i¢in meta-analiz programindan elde edilen listede sonug

siralama degerine gore ilk 20°de bulunan mRNA’lar.

mRNA Siralamalarin Ortalamasi Bulunan Galisma Sayisit  Sonug Siralama Degeri

ZNF12 80 2 1

ZBTB16 99.0 2 2

ZKSCANT1 109.5 2 3

ZBTB20 190.0 2 4

ZFYVE9Q 237.0 2 5

XPOT 258.5 2 6
WSsB2 269.5 2 7
ZNF 385B 280.0 2 8
ZNF 185 3725 2 9
ZNF 367 3775 2 10
ZNF 24 403.0 2 11
XXYLT 406.0 2 12
ZFP36L2 407.0 2 13
ZNF 785 411.0 2 14
WFDC2 4115 2 15
ZNF 300 420.5 2 18
VEZF1 4485 2 17
UPF2 451.5 2 18
ZNF 436 457.0 2 19
ZNF 385A 459.0 2 20

5.3.3. HER2 Statiisii icin Meta-Analiz Sonucu Elde Edilen Ornek mRNA Listesi

Cizelge 5.13. HER2 icin meta-analiz programindan elde edilen listede sonu¢ siralama

degerine gore ilk 20°de bulunan mRNA’lar.

mMRNA Siralamalarin Ortalamasi Bulunan Galigma Sayisi Sonug Siralama Degeri
YY1AP1 135.0 2 1
ZNF341 215.0 2 2
P2 220.0 2 3
ZRANB2 229.0 2 4
ZRSR2 235.0 2 5
ZDHHC7 2375 2 6
XPO7 271.0 2 7
ZFYVE21 278.0 2 8
XYLT2 294.0 2 9
ZNF251 295.5 2 10
ZFX 302.0 2 11
ZKSCANS 309.0 2 12
WIPF2 329.5 2 13
ZNF318 337.0 2 14
ZNF141 349.5 2 15
ZNF710 364.0 2 16
ZNF830 4155 2 17
ZCCHC17 418.5 2 18
ZNF559 419.0 2 19
VSTM2L 421.0 2 20
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5.3.4. PR Statiisii icin Meta-Analiz Sonucu Elde Edilen Ornek mRNA Listesi

Cizelge 5.14. PR i¢cin meta-analiz programindan elde edilen listede sonug¢ siralama

degerine gore ilk 20°de bulunan mRNA’lar.

mRNA Siralamalarin Ortalamasi  Bulunan Galigma Sayisi Sonug Siralama Degeri
CCDC170 7.5 2 1
KMT2A 59.5 2 2
AFF3 59.5 2 3
WDR19 214.0 3 4
ARNTL2 2335 2 5
CPNES8 257.0 2 6
USB1 273.7 3 7
UPP1 315.0 3 8
YBX1 328.0 3 9
XBP1 341.7 3 10
UBASH3B 344.0 2 11
ZC3H12C 344.3 3 12
ZMYND10 355.7 3 13
BCL2A1 367.0 2 14
FAMA49A 367.0 2 15
WWP1 395.7 3 16
KCNJ11 416.0 2 17
ZNF552 435.7 3 18
CASC1 459.0 2 19
A2ML1 461.0 2 20

5.4. miRNA Hedef Gen Listelerinin Meta-Analiz Yonteminin Uygulandigi mRNA

Cahsmalarindan Cikan Gen Listeleri ile Karsilastirilmasi

mMIRNA hedef gen listeleriyle karsilagtirma yapilirken meta-analiz sonucu elde edilen
MRNA listesinin sonug¢ siralama degerine gore ilk %20°lik kismi (tam listeler ekli
CD’dedir) ve ER, HER2 ve PR i¢in meta-analiz programindan elde edilen sonu¢ siralama

degerine gore ilk 3 siradaki miRNA’larin hedeflerinin hepsi kullanilmistir.

Timoér derecesi igin ise ilk 6 miRNA’y1 anlamli olabilecek sekilde let-7 ailesine dahil
miRNA’lar (hsa-let-7c, hsa-let-7a, hsa-let-7f, hsa-let-7d, hsa-let-7e, hsa-let-7i) olusturdugu

icin karsilastirma bu 6 miRNA’nin hedefleri toplami iizerinden yapilmistir.
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54.1. ER Statiisii icin Belirtec Adayr miRNA Hedef Listesinin Meta-Analiz

Yonteminin UygulandiZi mRNA Cahsmalarindan Cikan Gen Listesi ile

Karsilastirilmasi

ER i¢in meta-analiz sonucu elde edilen listede sonu¢ siralama degerine gore ilk 3’te
bulunan miRNA’larin deneysel olarak onaylanan hedeflerinin %25.4’ii mRNA listesinin

ilk %20’si ile ortak ¢ikmustir (Sekil 5.10).

miRNA Hedef

mRNA

Sekil 5.10. ER i¢in meta-analiz sonucu elde edilen mRNA listesinin ilk %20’si ile miRNA
listesinin ilk 3’iiniin deneysel olarak onaylanan hedeflerinin ortak sayisim1 gdsteren venn

semast. Iki grup arasinda 121 gen ortaktir.
Ortak olan 121 gen listelenmistir (Cizelge 5.15).

Cizelge 5.15. ER i¢in siralamadaki ilk 3 miRNA'nin toplam hedefleri ile meta-analiz

programindan ¢ikan mRNA listesinin ilk %20'sinin ortaklari.

ER i¢in ilk 3 miRNA'nin hedefleri ile mRNA listesinin ilk %?20'sinin
ortaklar
ANP32B | EHMT1 LY6K PPL SCAMP1 TMED7
ARID2 ELF4 LYPLAZ2 PPP3R1 SDCBP TMEM109
AURKB FADS2 | MAP3K12 PPP5C SEC23IP TMEM189
BCL2 FMNL2 MPZL1 PRSS21 | SERPINE2 | TMEMA41B
BECN1 | FNDC3B | MRPS24 PSAT1 SFI1 TNFRSF10A
CA12 GARS MSI2 PTPLAD1 | SH3BGRL3 TRIP13
CCL13 GRIAZ2 MYBL2 PTPLB SHOC2 TRMU
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CDIPT GTPBP3 MYO10 PTPRK SLC16A3 TXNDC12

CDKG6 HMGAL MYO1E PURA SLC1A4 UAP1
CDKN2A | HSPA1A | NCAPG PXDN SLC25A13 UBE2I

CEBPB IFNA1 NOTCH1 | RAB27B SLCAAT UBE4A

CHAF1A IFRD1 NXN RAB30 SLC7A1 UGTS
CHORDC1 | IGF2BP1 | PAFAH1B2 | RAI14 SLC7AG6 VPS39
CLDN1 IGF2R PAX6 RBMS1 | SLC9A3R2 XIAP
CORO1C | KCNN4 PDCD4 RDH10 SNAP23 XPO5
CPNE8 | KDELC2 PGM1 RHEB SOD2 ZNF384

CTSC KPNA3 PISD RHOB SRPR
DMD KRT7 PLK1 RHOG STRN

DOCKY7 LMNB2 PODXL RPP38 TAF9B
DTD1 LRRC8C POLA2 RQCD1 TARBP2
EGFR LUZP1 POLR2C SAC3D1 THBS1

Bu 121 gen ile WebGestalt {izerinden yolak analizi yapilmistir ve genler istatistiksel olarak
anlamli sekilde apoptoz (Sekil 5.11), kanser, hiicre dongiisii, MAPK ve p53 gibi sinyal
yolaklarinda yer almaktadir (p<0.0104).

Cizelge 5.16. ER alt tipinde siralamadaki ilk 3 miRNA'nin toplam hedefleri ile meta-analiz
programindan ¢ikan mRNA listesinin ilk %20'sinin ortaklar1 i¢cin KEGG yolak analizi

ornek sonug tablosu.

Yolak Ad1 Gen Sayisi Anlamhlik Degeri
Apoptosis 4 p=0.0038
Bladder cancer 3 p=0.0038
Pancreatic cancer 3 p=0.0046
Glioma 3 p=0.0046
Non-small cell lung cancer 3 p=0.0046
Melanoma 3 p=0.0046
MAPK signaling pathway 5 p=0.0046
p53 signaling pathway 3 p=0.0046
Metabolic pathways 10 p=0.0049
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Glycerophospholipid metabolism 3 p=0.0051
Biosynthesis of unsaturated fatty acids 2 p=0.0051
Small cell lung cancer 3 p=0.0053
Pathways in cancer 5 p=0.0058
Cell cycle 3 p=0.0104
RNA transport 3 p=0.0132
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Sekil 5.11. ER alt tipinde siralamadaki ilk 3 miRNA'nin toplam hedefleri ile meta-analiz
programindan ¢ikan mRNA listesinin ilk %20'sinin ortaklarindan apoptoz yolagindaki 4
gen i¢in KEGG yolak analiz sonucu (p=0.0038). Hedef genler kirmiz1 ile gosterilmektedir.
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5.4.2. Tiimor Derecesi icin Belirtec Adayr miRNA Hedef Listesinin Meta-Analiz
Yonteminin UygulandiZi mRNA Cahsmalarindan Cikan Gen Listesi ile

Karsilastirilmasi

Timor derecesi i¢in meta-analiz sonucu elde edilen listede sonug siralama degerine gore
ilk 6’da bulunan miRNA’larin deneysel olarak onaylanan hedeflerinin %11°’i mRNA
listesinin ilk %20’si ile ortak ¢ikmustir (Sekil 5.12).

MmRNA miRNA Hedef

Sekil 5.12. Tiimor derecesi igin meta-analiz sonucu elde edilen mRNA listesinin ilk %20’si
ile miRNA listesinin ilk 6’sinin deneysel olarak onaylanan hedeflerinin ortak sayisini

gosteren venn semast.

Ortak olan 49 gen listelenmistir (Cizelge 5.17).

Cizelge 5.17.Tiimdr derecesi i¢in siralamadaki ilk 6 miRNA'nin toplam hedefleri ile meta-

analiz programindan ¢ikan mRNA listesinin ilk %20'sinin ortaklart.

Tiimor derecesi icin ilk 6 miRNA'nin hedefleri ile mRNA
listesinin ilk %20'sinin ortaklari

ZEB2 TRIM32 SKP1 SRM RBL2

TCF19 TGFB3 NCAPG PBK ME1
XRN1 TGFB1 PSD4 PDXP IRAK2
STMN1 ZNF512B RASSF1 TNRC6C LAMP3
SOX2 SCAP NUMA1 PDGFD PRDM1
SOAT1 PSMA7 RPIA VEGFA IGF1R

SAMSN1 TP63 SOCS1 PGRMC1 RPE
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SLC7A5 RUNX1 NRIP1 POLR2A | TWIST1
WFS1 TRIMA41 MMP14 RORA HMOX1
STAT3 TLR4 SLC27A4 SELL

Bu 49 gen ile WebGestalt tizerinden yolak analizi yapilmistir ve genler istatistiksel olarak
anlamli sekilde kanser (Sekil 5.13), hiicre dongiisii, MAPK, Jak-STAT ve TGF-beta gibi
sinyal yolaklarinda yer almaktadir (p<0.0139).

Cizelge 5.18. Tiimor derecesi i¢in siralamadaki ilk 6 miRNA'nin toplam hedefleri ile meta-

analiz programindan ¢ikan mRNA listesinin ilk %20'sinin ortaklarinin KEGG yolak analizi

ornek sonug tablosu.

Yolak Ad1 Gen Sayisi Anlamhlik Degeri
Pathways in cancer 7 p=2.77e-06
Pancreatic cancer 4 p=1.37e-05
TGF-beta signaling pathway 4 p=2.12e-05
Cell cycle 4 p=6.67e-05
Renal cell carcinoma 3 p=0.0002
Chronic myeloid leukemia 3 p=0.0002
Bladder cancer 2 p=0.0021
Metabolic pathways 6 p=0.0029
Acute myeloid leukemia 2 p=0.0030
Colorectal cancer 2 p=0.0035
Melanoma 2 p=0.0042
PPAR signaling pathway 2 p=0.0042
MAPK signaling pathway 3 p=0.0045
Prostate cancer 2 p=0.0055
Jak-STAT signaling pathway 2 p=0.0139
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Sekil 5.13. Tiimor derecesi i¢in siralamadaki ilk 6 miRNA'nin toplam hedefleri ile meta-
analiz programindan ¢ikan mRNA listesinin ilk %20'sinin ortaklarindan kanser yolagindaki
7 gen i¢in KEGG vyolak analiz sonucu (p=2.77e-06). Hedef genler kirmizi ile

gosterilmektedir.

5.4.3. HER2 Statiisii I¢cin Belirtec Adayr miRNA Hedef Listesinin Meta-Analiz
Yonteminin Uygulandigti mRNA Calsmalarindan Cikan Gen Listesi ile

Karsilastiriimasi

HER2 i¢in meta-analiz sonucu elde edilen listede sonu¢ siralama degerine gore ilk 3’te
bulunan miRNA’larin deneysel olarak onaylanan hedeflerinin %14.7’si mRNA listesinin
ilk %20’si ile ortak ¢ikmustir (Sekil 5.14).
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mRNA miRNA Hedef

Sekil 5.14. HER2 i¢in meta-analiz sonucu elde edilen mRNA listesinin ilk %20’si ile

miRNA listesinin ilk 3’linlin deneysel olarak onaylanan hedeflerinin ortak sayisini1 gosteren
venn semasl.
Ortak olan 75 gen listelenmistir (Cizelge 5.19).

Cizelge 5.19. HER?2 i¢in siralamadaki ilk 3 miRNA'nin toplam hedefleri ile meta-analiz

programindan ¢ikan mRNA listesinin ilk %20'sinin ortaklari.

HER2 i¢in ilk 3 miRNA'nin hedefleri ile mRNA listesinin
ilk %20'sinin ortaklari
TNFRSF10B RAB22A NCL PAHA2 MRPL20
THEMA4 TMEM41B SH3BP4 | NOTCH1 | FADS2
TRMT1 SMARCAS TP53 SRPRB SEC24A
TMED3 SLC7A6 TMED7 MBNL1 NAPG
SLC25A13 SLC25A1 RTN4 LRRC8A JAK?2
TMEM189 SLC4AT7 TPM3 PPP3R1 PTBP2
SOX2 WT1 NAT6 RBM19 SPCS3
TACSTD2 SSNAL1 NEDD4 TMCO1 | GOLGA7
TRIP13 TAF9B SLC12A4 IDH1 MYBL2
UNC5C VAMP3 TGFBR1 RAB30 PKN2
PTPLB RELB MYO10 GPR56 PWP1
PSMA7 PPP1R13B UBE4A IGF1R
TMEMS9 RCOR1 PPM1D PLK1
PXDN VTI1B PPL PSAT1
SFI1 NUFIP2 ZNF622 XIAP
POLR2C SLC38A5 LUZP1 PEX11B
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Bu 75 gen ile WebGestalt tizerinden yolak analizi yapilmistir ve genler istatistiksel olarak
anlamli sekilde kanser, hiicre dongiisii, apoptoz (Sekil 5.15), MAPK ve p53 gibi sinyal
yolaklarinda yer almaktadir (p<0.0263).

Cizelge 5.20. HER2 i¢in siralamadaki ilk 3 miRNA'nin toplam hedefleri ile meta-analiz
programindan ¢ikan mRNA listesinin ilk %20'sinin ortaklarinin KEGG yolak analizi 6rnek

sonug tablosu.

Yolak Adi Gen Sayisi Anlamhlik Degeri
Apoptosis 4 p=0.0005
p53 signaling pathway 3 p=0.0032
Pathways in cancer 5 p=0.0032
MAPK signaling pathway 4 p=0.0046
Thyroid cancer 2 p=0.0046
Melanoma 2 p=0.0121
Adherens junction 2 p=0.0121
Glioma 2 p=0.0121
Chronic myeloid leukemia 2 p=0.0121
Colorectal cancer 2 p=0.0121
Pancreatic cancer 2 p=0.0121
Small cell lung cancer 2 p=0.0144
Prostate cancer 2 p=0.0147
Cell cycle 2 p=0.0263
Whnt signaling pathway 2 p=0.0312
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Sekil 5.15. HER2 igin siralamadaki ilk 3 miRNA'nin toplam hedefleri ile meta-analiz
programindan ¢ikan mRNA listesinin ilk %20'sinin ortaklarindan apoptoz yolagindaki 4

gen icin KEGG yolak analiz sonucu(p=0.0005). Hedef genler kirmizi ile gosterilmektedir.

54.4. PR Statiisii icin Belirtec Adayr miRNA Hedef Listesinin Meta-Analiz
Yonteminin Uygulandigti mRNA Calsmalarindan Cikan Gen Listesi ile

Karsilastiriimasi

PR i¢in meta-analiz sonucu elde edilen listede sonu¢ siralama degerine gore ilk 3’te
bulunan miRNA’larin deneysel olarak onaylanan hedeflerinin 225’1 mRNA listesinin ilk
%20’si ile ortak ¢cikmistir (Sekil 5.16).
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mMRNA

miRNA Hedef

Sekil 5.16. PR i¢in meta-analiz sonucu elde edilen mRNA listesinin ilk %20’si ile miRNA
listesinin ilk 3’{inlin deneysel olarak onaylanan hedeflerinin ortak sayisini gdsteren venn

semasi.

Ortak olan 195 gen listelenmistir (Cizelge 5.21).

Cizelge 5.21. PR igin siralamadaki ilk 3 miRNA'nin toplam hedefleri ile meta-analiz

programindan ¢ikan mRNA listesinin ilk %20'sinin ortaklari.

PR icin ilk 3 miRNA'nin hedefleri ile mRNA listesinin ilk %20'sinin
ortaklan
KDELC2 NXN MET SLC7A1 MID1
CCND1 CTSC UGT8 DOCKY7 SMAD5
SDCBP SOCS3 MSI2 RHEB MYEF2
STX7 GARS RET ATAD3B BMP2
CCL7 AURKB KLF5 E2F3 HOXA1
SKP1 ZCCHC6 RDH10 PROM1 DBP
MYO10 TMED7 FNDC3B TMEM41B | MAPRE2
ZCCHC11 TNRC6A FOXP1 RPIA IRS1
HMGA1 RHOG PRDM1 SLC30A1 RTKN
IL6 CHD1 PTPRK RAB30 SOAT1
STK24 MAPK3 TAF1C KCNN4 KRT7
BCL2 UBE4A SHOC2 CKAP4 BEX1
CHEK1 TPPP3 ARID2 ERBB3 HSD11B1
UHRF2 TMEM109 STRN COL4A2 FSCN1
RHOB ESR1 PGM1 TMEM?2 SRF
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TMED10 P13 ANP32B CPOX MUC1
SNAP29 LRRC8C KISS1R SCAMP1 SRGAP2
CDKG6 CDC25A TRMU ELF4 PAK1
TAF9B E2F2 WNT5A LUZP1 SOD2
RAB27B MYCN IQGAP3 DNMT3B ROBO2
CDIPT LAMC1 LMNB2 SLC7A5 SMAD3
PTPMT1 FOXAl SRM TCF19 NKX2-5
CPNES PLXND1 PURA KPNA3 SMAD4
SFI1 CDKNZ2A SOCS1 SLC1A4 BLM
NCAPG NRIP1 PAK3 TRIP13 MMP9
CEBPB TYMS POLA2 DUSP2 TSC2
WEEL1 FLT3 FADS1 TNFAIP2 CAP1

RAI14 CORO1C CSAD LYPLAZ ADAM17
PAFAH1B2 ROS1 DNAJC19 CCNA2 RPS14
EGFR RDX UBEZ2| WFS1 SMTN
LAMP3 SLC25A13 EPHA2 KITLG RHOF
NPC1 KHSRP SLC4A7 MYOL1E YES1
SLCY9A3R2 TNRC6C SERPINE?2 SLC16A3 PPP2R1B
SCPEP1 LCP1 VPS39 TMEM189 MAPK7
SMAD1 FADS?2 IMPACT LY6K TBC1D9
THEMA4 IGF1R CAl2 PSAT1
ATGYA RBMS1 VEGFA PTPLAD1
PLOD3 SH3BGRL3 PSD4 SMOX
IGF2R VDR EPHB2 PPP3R1
PODXL SNAP23 PRSS21 FMNL2
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Bu 195 gen ile WebGestalt izerinden yolak analizi yapilmistir ve genler istatistiksel olarak
anlamli sekilde kanser(Sekil 5.17), hiicre dongiisii, MAPK, ErbB, p53 ve TGF-beta gibi
sinyal yolaklarinda yer almaktadir(p<0.0006).

Cizelge 5.22. PR icin siralamadaki ilk 3 miRNA'nin toplam hedefleri ile meta-analiz

programindan ¢ikan mRNA listesinin ilk %20'sinin ortaklarinin KEGG yolak analizi 6rnek

sonug tablosu.

Yolak Adi Gen Sayisi Anlamhlik Degeri

Pathways in cancer 22 p=1.64e-17
Cell cycle 12 p=2.18e-11
Pancreatic cancer 10 p=2.42e-11
Bladder cancer 8 p=3.20e-10
Melanoma 9 p=6.30e-10
Glioma 8 p=8.36e-09
Chronic myeloid leukemia 8 p=1.85e-08
TGF-beta signaling pathway 8 p=4.21e-08
Non-small cell lung cancer 7 p=4.21e-08
Prostate cancer 7 p=1.02e-06
Whnt signaling pathway 7 p=3.23e-05
p53 signaling pathway 5 p=7.19e-05
Renal cell carcinoma 5 p=7.79e-05
ErbB signaling pathway 5 p=0.0002

MAPK signaling pathway 7 p=0.0006
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Sekil 5.17. PR igin siralamadaki ilk 3 miRNA'nin toplam hedefleri ile meta-analiz

programindan ¢ikan mRNA listesinin ilk %20'sinin ortaklarindan kanser yolagindaki 22

gen icin KEGG yolak analiz sonucu (p=1.64e-17). Hedef genler kirmizi ile

gosterilmektedir.

5.5. Belirte¢ Aday1 miRNA’larin Es-Zamanh PZR Sonuclari

ER, HER2 ve tiimor derecesi i¢in secilen miRNA’lar ile yapilan es-zamanli PZR sonuglart

ile ¢izilen grafikler agagidadir. Temsili miRNA Es-Zamanli PZR Sonuglart EK2’dedir.
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5.5.1. ER Statiisii icin Belirte¢ Aday1 miRNA’larin Es-Zamanh PZR Sonuglari
ER statiisii i¢in secilen miRNAlar ile istatistiksel olarak anlamli sonu¢ alinamamustir.

Es-zamanli PZR ER statiisii bilgisi olan 15 bagimsiz tiimor 6rnegi ile gerceklestirilmistir.

Bu 6rneklerin 5 tanesi ER+, 10 tanesi ER-tir.

ER (-) ve ER(+) tiimorler arasinda farkhilik gosteren meta-miRNAlar

4
3

mER-
2 BER+
1 B ' - i
0 T T T T 1

miR-501-3p miR-505% miR-518d-3p miR-30a-3p miR-30a-5p

Kat degisim (log 2)

Sekil 5.18. ER- ve ER+ tiimorler arasinda es-zamanli PZR ile ifade farklilig1 analiz edilen
miRNA’larin sonuglari ile gizilen siitun grafigi (n=15).

5.5.2. HERZ Statiisii icin Belirte¢ Aday1 miRNA’larin Es-Zamanh PZR Sonuclari
HER?2 statiisii i¢in secilen miRNA’lar ile istatistiksel olarak anlamli sonug alinamamustir.

Es-zamanli PZR HER?2 statiisii bilgisi olan ve 7 tanesi HER2-, 7 tanesi HER2+ toplam 14

bagimsiz tiimdr drnegi ile gerceklestirilmistir.
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HER?2 (-) ve HER2(+) tiimorler arasinda farklihk gosteren meta-miRNAlar
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Sekil 5.19. HER2- ve HER2+ tiimorler arasinda es-zamanli PZR ile ifade farklilig1 analiz

edilen miRNA’larin sonuglari ile gizilen siitun grafigi (n=14).

5.5.3. Tiimor Derecesi i¢cin Belirtegc Adayr miRNA’larin Es-Zamanh PZR Sonuclari

e Tiimor derecesini birbirinden ayiran meta-miRNA listesindeki ilk 6 miRNA (hsa-let-7c,
hsa-let-7a, hsa-let-7f, hsa-let-7d, hsa-let-7a, hsa-let-7i) ile yapilan es-zamanli PZR‘de
bu miRNA’larin genel olarak bir azalma gosterdigi ve hsa-let-7a, hsa-let-7c ve hsa-let-
7e’deki diisiisiin istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edilmistir (Sekil 5.20).

e FEs-zamanli PZR tiimor derecesi bilgisi olan 21 bagimsiz timoér Ornedi ile
gergeklestirilmistir. Bu orneklerin 4 tanesi TDI1, 11 tanesi TD2 ve 6 tanesi TD3

statiistindedir.
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Tiimor dereceleri 1 ve 3 arasinda farkhhik gosteren meta-miRNAlar
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Sekil 5.20. Ttimor derecesi 1 (TD1) ve tiimor derecesi 3 (TD3) i¢in es-zamanli PZR ile
ifade farkliligi analiz edilen miRNA’larin sonuglari ile ¢izilen siitun grafigi. hsa-let-7a,
hsa-let-7c ve hsa-let-7e TD3 olan 6rneklerde TD1 olanlara gore istatistiksel olarak anlamli
sekilde azalmistir (n=10, t-test; p<0.05).

e hsa-let-7c, hsa-let-7a, hsa-let-7f, hsa-let-7d, hsa-let-7a ve hsa-let-7i i¢in es-zamanl
PZR sonucunda elde edilen veriler ile yapilan ayirma analizi (Discriminant Function
Analysis) ise bu 6 miRNA’nin birlikte tlimor derecesi 3’11 100%’liik bir verim ile

tahmin edebildigini gostermektedir (Cizelge 5.23).
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Cizelge 5.23. hsa-let-7c, hsa-let-7a, hsa-let-7f, hsa-let-7d, hsa-let-7a ve hsa-let-7i igin
ayirma analizi (Discriminant Function Analysis) sonucu elde edilen tablo. Tablo bu 6
mMiRNA bir arada kullanildiginda TD3’iin %100, TD2’nin %90.9, TD1’in ise %66.7°lik bir
verim ile tahmin edilebildigini gostermektedir. Analiz 20’de 2 lik bir hata payi

icermektedir.

True Group

Put into Group 1 2 3

1 2 1 0

2 1 10 0

3 0 0 6
Total N 3 11 6
N correct 2 10 6
Proportion 0.667 0.909 1.000
N =20 N Correct =18

ProportionCorrect = 0.900

e 6 mMiRNA (hsa-let-7c, hsa-let-7a, hsa-let-7f, hsa-let-7d, hsa-let-7a ve hsa-let-7i) ile
GSE15885 verisi kullanilarak yapilan hiyerarsik kiimeleme caligmasinda iki grup
arasinda tiimor derecesi smiflandirmas: yapildiginda grup 1°de TD3 o6rneklerin
istatistiksel olarak anlamli olarak kiimelendigi bulunmustur (Mann-Whitney; W=264,
p=0.0082). Ayrica grup 1’de bulunan 6rnekler anlamli olarak ER negatiftir (Mann-
Whitney; W=170.5, p=0.0483) ve ifade degerlerine bakildiginda es-zamanli PZR
bulgularimizla paralel olarak bu miRNA’lar TD3 6rneklerdeTD1 6rneklere gore azalan

ifade gostermistir (Sekil 5.21).
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Sekil 5.21. GSE15885 calismasindan elde edilen veriler ile hsa-let-7c, hsa-let-7a, hsa-let-
7f, hsa-let-7d, hsa-let-7a ve hsa-let-7i igin c¢izilen heatmap. Hiyerarsik kiimeleme
caligmasinda iki grup arasinda tiimor derecesi siniflandirmasi yapildiginda grup 1°de TD3
orneklerin istatistiksel olarak anlamli olarak kiimelendigi bulunmustur (Mann-Whitney;
W=264, p=0.0082). Ayrica grup 1’de bulunan Ornekler anlamli olarak ER negatiftir
(Mann-Whitney; W=170.5, p=0.0483) (kirmiz1 renk artan ifadeyi, yesil renk ise azalan

ifadeyi temsil etmektedir).

e Let-7 ailesine ek olarak tiimér Ornekleri ile yaptigimiz es-zamanli PZR sonucunda,
timor derecesini birbirinden ayiran meta-miRNA listesinde ilk 20 arasinda yer alan
miR-30a-3p ve miR-30a-5p’nin (14. ve 8. sirada), tiimor derecesi 1 ve 2’yi birbirinden
anlamli olarak ayirdigi bulunmustur. Tiimor derecesi ile dogru orantili olarak derece

arttikga bu iki miRNA’nin ifadesinin de arttig1 gézlenmistir (Sekil 5.22).
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Tiumor dereceleri 1 ve 2 arasinda farkhihk gosteren meta-miRNAlar
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Sekil 5.22. Tiimor derecesi 1 (TD1), tiimor derecesi 2 (TD2) ve tiimor derecesi 3 (TD3)
icin es-zamanli PZR ile ifade farkliligi analiz edilen miRNA’larin sonuglar ile ¢izilen
stitun grafigi. hsa-miR-30a-3p ve hsa-miR-30a-5p TD2 olan 6rneklerde TD1 olanlara gore
istatistiksel olarak anlamli sekilde artmistir (p<0.01).

5.6. Secilen mRNA’larin Es-Zamanh PZR Sonuglari

Tiimor derecesi i¢in ilk 6 miRNA’nin deneysel olarak onaylanmis hedefleri ile mRNA
listesinin (meta-analiz sonucu elde edilen) ilk %20’sinin ortag1 olan 49 genin 10 tanesi ile

yapilan es-zamanli PZR sonucunda;

e IGFIR, STAT3 ve ZEB2’nin ifadesinin TD3 6rneklerde TD1 6rneklere gore azaldigi

e STAT3iin ifadesinin TD2 6rneklerede TD1 6rneklere gore azaldigi

e TGFBI, IGFIR ve ZEB2‘nin ifadesinin TD3 6rneklerde TD2 6rneklere gore azaldig:
tespit edilmistir.
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Bu sonuglar i¢in ¢izilen grafikler asagidadir. (Temsili mRNA Es-Zamanli PZR Sonuglari
EK3’tedir.)

Tiimdr derecesi bilinen 10 bagimsiz timdr 6rnegi ile yapilan es-zamanli PZR sonucunda
IGF1R, STAT3 ve ZEB2’nin ifadesinin TD3 6rneklerde TD1 6rneklere gore istatistiksel
olarak anlamli sekilde azaldig1 goriilmistiir (Sekil 5.23).

Tiimor dereceleri 1 ve 3 arasinda farkhihik gosteren meta-mRNAlar
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Sekil 5.23. Tiimor derecesi 1 (TD1) ve tiimor derecesi 3 (TD3) i¢in es-zamanli PZR ile
ifade farklilig1 analiz edilen mRNA’larin sonuglart ile ¢izilen siitun grafigi. IGFIR, STAT3
ve ZEB2’nin ifadesi TD3 orneklerde TD1 Orneklere gore istatistiksel olarak anlamli

sekilde azalmistir (n=10, p<0.05).

Tiimor derecesi bilinen 15 bagimsiz tiimor 6rnegi ile yapilan es-zamanli PZR sonucunda
STAT3’nin ifadesinin TD3 orneklerde TD1 Orneklere gore istatistiksel olarak anlamh

sekilde azaldig1 gortilmiustiir (Sekil 5.24).
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Tiimér dereceleri 1 ve 2 arasinda farkhihk gosteren meta-mRNAlar
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Sekil 5.24. Timor derecesi 1 (TD1) ve tiimor derecesi 2 (TD2) i¢in es-zamanli PZR ile
ifade farklilig1 analiz edilen mRNA’larin sonuglar ile ¢izilen siitun grafigi. STAT3 nin
ifadesi TD2 (n=11) orneklerde TD1 (n=4) orneklere gore istatistiksel olarak anlamli
sekilde azalmistir (n=15, p<0.05).

Timor derecesi bilinen 17 bagimsiz timdr ornegi ile yapilan es-zamanli PZR sonucunda
TGFBI1, IGF1R ve ZEB2’nin ifadesinin TD3 6rneklerde TD2 6rneklere gore istatistiksel
olarak anlamli sekilde azaldig1 gorilmiistiir (Sekil 5.25).
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Tiimor dereceleri 2 ve 3 arasinda farkhilhik gosteren meta-mRNAlar

*

TGFEB1 IGFIR ZEB2

= TD2
ETD3

Kat degisim (log 2)
=N

Sekil 5.25. Tiimor derecesi 2 (TD2) ve tiimor derecesi 3 (TD3) i¢in es-zamanli PZR ile
ifade farklilig1 analiz edilen mRNA’larin sonugclart ile ¢izilen siitun grafigi. TGFB1, IGF1R
ve ZEB2’nin ifadesi TD3 orneklerde TD2 orneklere gore istatistiksel olarak anlamli

sekilde azalmigtir (=17, p<0.05).

5.7. Secilen mRNA’larin Biyoinformatik Analiz Sonuclari

Tiimdr derecesi igin ilk 6 meta-miRNA’nin deneysel olarak onaylanmis hedefleri ile meta-
MRNA listesinin (meta-analiz sonucu elde edilen) ilk %20’sinin ortagi olan 49 genin
(Cizelge 5.17) tamami ile BRB-Array Tools kullanilarak bagimsiz ¢alismalarda yapilan

biyoinformatik analiz sonucunda;

E-MTAB-1006 ¢alismasinda 49 gen tizerinden ve segilen gruplar i¢in (TD1, TD2 ve TD3)
istatistiksel olarak anlamli farklilik gdsteren genlerin tespit edildigi “class comparison”
analizi yapildiginda; 20 genin (TGFB1, NUMA1, TNRC6C, RBL2, PGRMC1, STATS3,
VEGFA, IRAK2, ZEB2, PSD4, NRIP1, PDGFD, RORA, WFS1, SELL, MMP14, IGF1R,
TP63, TWISTL, TLR4) istatistiksel olarak anlamli sekilde TD dereceleri arasinda farklilik
gosterdigi bulunmustur (p<0.05). Bu genler arasinda bulunan IGF1R ve STAT3 es-zamanli
PZR ile analizi yapilan 10 gen (Cizelge 4.7) arasindandir ve sonuglar birebir paralellik

gostermektedir.
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ER+ HER2+ PR- Grade3

Sekil 5.26. E-MTAB-1006 calismasinda 49 gen iizerinden ve secilen gruplar i¢in (TDI,
TD2 ve TD3) “Class comparison” (sinif karsilagtirmasi) analizi sonucu elde edilen
istatistiksel olarak anlamli olarak farklilik gdsteren 20 gen ile ¢izilen heatmap (p<0.05).

Kirmizi renk artan ifadeyi, yesil renk ise azalan ifadeyi temsil etmektedir.

GSE22219 calismasinda 49 gen iizerinden ve secilen gruplar i¢in (TD1, TD2 ve TD3)
istatistiksel olarak anlamli farklilik gosteren genlerin tespit edildigi “class comparison”
analizi yapildiginda; 17 genin (SLC7A5, LAMP3, IGF1R, SOCS1, ME1, TGFB3, STMNI,
WFS1, RUNX1, SRM, TCF19, NUMAL, SAMSN1, NRIP1, RASSF1, SELL, HMOX1)
istatistiksel olarak anlamli sekilde timor dereceleri arasinda farklilik gosterdigi
bulunmustur (p<0.05). Bu genler arasinda bulunan IGFIR es-zamanli PZR ile analizi

yapilan 10 gen (Cizelge 4.7) arasindandir ve sonuglar birebir paralellik géstermektedir.
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Sekil 5.27. GSE22219 calismasinda 49 gen iizerinden ve secilen gruplar i¢in (TD1, TD2 ve

TD3) “Class comparison” (smif karsilastirmasi) analizi sonucu elde edilen istatistiksel
olarak anlamli olarak farklilik gosteren 17 gen ile ¢izilen heatmap (p<0.05). Kirmizi renk

artan ifadeyi, yesil renk ise azalan ifadeyi temsil etmektedir.
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6. TARTISMA VE SONUC
Meta-analiz Yontemi

Meta-analiz, ¢esitli mikrodizin ¢alismalarini istatistiksel yontemler kullanarak bir araya
getirmeyi amaglayan bir yontemdir. Birgok ¢alismadan gelen bilgiler bir araya getirildigi
icin tek caligmayla simirli kalmayan daha genel bir bilgiye ulasmay1 saglayan giiglii bir
aragtir. Meta-analiz yaklagimlarinda karsilasilan en biiyiik problem caligmalarin farklt
platformlardan geliyor olmasidir. Her platformun kendine 6zgii prob tasarimi ve analiz
yaklagimlar1 oldugu i¢in verileri bir araya getirirken bu farklar1 elimine edecek yontemler
secilmesi kacinilmazdir. Bu ¢alisma i¢in bir araya getirilen verilerin geldikleri platformlar
birbirinden ¢ok farkli 6zellikte oldugu icin MATLAB programa dili kullanilarak siralama
tabanli bir meta-analiz yontemi gelistirilmistir (Sekil 4.11). Bugiline kadar yapilmis
siralama tabanli meta-analiz yaklasimlar1 bu tiir ¢alismalarin klinik farkliliklara, platform
heterojenitesine ve analiz kaynakli sorunlara direngli oldugunu gostermistir (79, 87). Bu
meta-analiz yontemi ile hem her tiirli platformdan veriyi bir araya getirmek hem de
literatiirde yapilan ¢aligmalarin sayis1 arttik¢a yeni verileri meta-analize eklemek miimkiin

olacaktir. Bu anlamda program dinamik bir programdir.

Farkli kanser tiplerini analiz eden miRNA mikrodizin ¢aligmalarinin sayis1 giin gectikge
artsa da simdiye kadar meme kanseri ile ilgili mikroRNA mikrodizin caligmalarini
kapsayan bir meta-analiz galismasi yapilmamistir. Gergeklestirilen ¢calisma bu anlamda

ilk olmasi ile 6zgiin bir degere ve 6neme sahiptir.

Hala yeni miRNA’larin bulunuyor olmasi, ortak veritabanlarinin bu hizli miRNA
eklemeleri ile siirekli giincelleniyor olmasi ve isimlendirilmede yapilan biiyiik degisiklikler
(Boliim 2.2.4°te anlatilmistir) miRNA anotasyonlarinda tutarsizlifa yol agmaktadir. Bu
sebeple bir miRNA i¢in her mikrodizin platformunda farkli adlandirma ile karsilasmak
miimkiindiir. Ornegin hsa-miR-30a bir ¢alismada hsa-miR-30a olarak adlandirilirken baska
bir ¢alismada hsa-miR-30a-5p olarak adlandirilmakta, bu da ayn1 diziye karsilik gelseler de
isimler ortak olmadig1 i¢in miRNA’nin analizden elenmesine sebep olmaktadir. Bu durum,
farkli platformlar1 bir araya getirmeyi olduk¢a zorlastirmaktadir. Bu ¢alismada da yapildig
iizere farkli ¢alismalar1 bir araya getirmek i¢in ortak miRNA adlar: kullanilmakta bu da
caligmaya dahil olan miRNA sayisin1 olduk¢a azaltmaktadir. Bu sorunlarin varligina dikkat
ceken ve yine siralama tabanli meta-analiz yaklasimlart ile miRNA mikrodizin verilerini

bir araya getiren iki adet akciger kanseri ¢alismasi bulunmaktadir (88, 89).
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Hormon reseptor statiilerine (ER, PR, HER?) ozgii meta-miRNA lar

Meta-analiz ¢alismasi sonucunda hormon reseptor statiilerine gore elde edilen listelerden
ER ve HER?2 i¢in sonug siralama degerine gore ilk 5 miRNA’nin (Cizelge 5.1 ve Cizelge
5.3) ifade farkliliklarinin bagimsiz meme tiimor ornekleri kullanilarak (Cizelge 4.5) es-
zamanli PZR yoOntemi ile arastirilmasi sonucunda istatistiksel olarak anlamli bir sonug

alinamamustir (Sekil 5.18 ve Sekil 5.19).

Ancak literatiir incelendiginde, ¢alismamiz ile paralel bir¢ok sonug goriilmektedir. Iorio ve
arkadaslarinin 2005 yilinda yaptig1 calismada ER ve PR statiileri i¢in verilen belirtec aday1
listelerinde, meta-analizden elde edilen listede ilk 30 igerisinde olan birgok miRNA (hsa-
miR-30a-5p, hsa-miR-26a, hsa-miR-29b, hsa-miR-30b) bulunmaktadir (57). 2007 yilinda
yapilan bir ¢caligmada ER statlisiinde meta-analizden elde edilen listede ilk 20 igerisinde
olan 5 tane miRNA (hsa-miR-30a-3p, hsa-miR-30a-5p, hsa-let-7a, hsa-miR-93, hsa-miR-
199a*) belirte¢ adayr olarak tespit edilmistir (90). Lowery ve arkadaslarinin yaptigi
calismada HER2 statiisii i¢in belirteg adayr miRNA listesinde bulunan hsa-miR-302¢’nin,
meta-analiz sonucu elde edilen meta-miRNA listesinde 7. sirada bulundugu goriiliirken
(60), baska bir ¢alismada ise ER statiisii i¢in belirte¢ adayi listesinde bulunan hsa-miR-491,
hsa-let-7a ve hsa-miR-452 meta-analiz sonucu elde edilen listede 7, 8 ve 9. sirada
bulunmaktadir (91).

Molekiiler alt tiplere 6zgii meta-miRNA’lar

Meta-analiz caligmas1 sonucunda molekiiler alt tip i¢in de meta-miRNA listesi elde
edilmistir ancak kullanilan meme tiimor 6rneklerinde molekiiler alt tip bilgisi olmadig: i¢in

es-zamanli PZR ile onaylama ¢alismasinda bu miRNA’lar kullanilmamastir.

Literatiir incelendiginde ise yine ¢alismamizla paralel sonuglar goriilmektedir. Blenkiron
ve arkadaglarimin yaptigi calismada molekiiler alt tipler icin belirte¢ adayr miRNA
listesinde bulunan hsa-let-7a, meta-analiz sonucunda elde edilen listede molekiiler alt tip
icin ilk siradaki meta-miRNA’dir (90). Enerly ve arkadaslarinin yaptig1 ¢caligmada ise alt
tipleri birbirinden ayirdigi disiiniilen belirteg adayir miRNA listesinde, meta-analiz
calismasindan elde edilen listede ilk 50 igerisinde olan miRNA’lar bulunmaktadir.

Bunlardan bazilari; hsa-miR-125a-5p, hsa-miR-517c, hsa-miR-519a“dir (62).
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Tiimér derecesine ozgii meta-miRNA’lar

Meta-analiz ¢alismasi sonucunda, meme kanserinin seyrinde ve tedavi siirecinde onemli
yere sahip olan timor derecelerini (tiimor derecesi 1 (TD1), tiimor derecesi 2 (TD2) ve
timor derecesi 3 (TD3)) birbirinden ayiran en kuvvetli ilk 6 adayin let-7 ailesi iiyesi olan
let-7c, let-7a, let-7f, let-7d, let-7e ve let-7i oldugu saptanmistir (Cizelge 5.2). Bagimsiz
tumor ornekleri (Cizelge 4.5) ile yaptigimiz es zamanli PZR ¢alismalar1 bu 6 miRNA’nin
ifadesinin 1. ve 3. derece tiimorler arasinda farklilik gésterdigini, tiimor derecesi arttikga
miRNA’larin ifadesinde azalma oldugunu isaret etmektedir. Ozellikle let-7a, let-7c ve let-
7e ifadelerindeki diisiisiin istatistiksel olarak anlamli oldugu bulunmustur (Sekil 5.20; n=21,
p<0.05). Bu alti miRNA ile yapilan diskriminant analiz sonuglari, miRNA’larin
ifadelerinin bir arada tiimdr derecesi 3’1 hatasiz siniflandirabildigini gostermistir (Cizelge
5.23). Bulgularimiza paralel olarak Blenkiron ve arkadaslariin 2007 yilinda yaptig
calismada let-7 ailesinden let-7a, let-7b ve let-7¢’nin tiimor dereceleri i¢in molekiiler
belirte¢ olabilecegi ve tlimor derecesi arttitkga bu miRNA’larin ifadesinin azaldig

gosterilmistir (90).

Tiimor derecelerini birbirinden ayirabilen (tlimor derecesine 6zgii) meta-miRNA’larin
hedefledigi deneysel olarak onaylanmis gen listeleri incelendiginde 251 genin (Cizelge 5.7)
bu miRNA’larin ortak hedefleri oldugu gozlenmistir. Yapilan yolak analizleri, bu ortak
genlerin, kanser, JAK/STAT, hiicre dongiisii, hiicre ¢ogalmasi ve apoptoz gibi 6nemli
yolaklarinda anlamli olarak rol aldigin1 ve yogunlastigini gostermistir (Cizelge 5.8). Ortak
hedef listelerinden elde edilen bu anlamli sonuglar aday miRNA’larin kanserin
gelisimindeki rollerinin 6nemine dikkat ¢cekmektedir. miRNA’larin hedeflerinin 3> UTR
bolgelerine baglanarak hedeflerini mRNA ya da protein seviyesinde baskiladigi siirecinden
yola ¢ikarak her zaman olmasa da cogunlukla ifadesi azalan miRNA’larin hedeflerinin
ifadesinin artmasi beklenebilir. Hedeflerinin pek ¢ogu kanserlesme yolaginda yer alan let-7
ailesinin ifadesinin timor derecesi arttitkca azalmasi, kanser yolagindaki genlerin
ifadelerinin artisina sebep olarak tiimorleri dediferensiyasyona gotiirme olasiligini akla
getirmektedir. Hedef gen listesinde yer alan CEBPA ve bu genin hedefledigi E2F, IL6 ve
MYC genlerinin hiicre diferensiyasyonunu bloke ederek hiicreleri TD3’te oldugu gibi

dediferensiye durumuna siiriikledikleri yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (92).

Let-7 ailesine ek olarak tiimor ornekleri ile yaptigimiz deneylerde tiimoér derecesini

birbirinden ayiran meta-miRNA listesinde ilk 20 arasinda yer alan miR-30a-3p ve miR-
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30a-5p’nin (14. ve 8. sirada), timor derecesi 1 ve 2’yi birbirinden anlamli olarak ayirdig
bulunmustur (p<0.01). Timor derecesi ile dogru orantili olarak derece arttikga bu iki

miRNA’nin ifadesinin de arttig1 gézlenmistir (Sekil 5.22).

Son zamanlarda yapilan g¢alismalar gen ifade profilleri ile tanimlanan timor derecesi
Ol¢iisiiniin (Genomic grade index, GGI) histolojik tlimor derecesine (Histologic grade
index, HGI) oranla klinikte daha aciklayici oldugunu gdstermektedir (16). Bu dogrultuda
yapilan tiimor derecesine 6zgli miRNA belirte¢ c¢alismalari, histolojik TD1 ve TD3
arasinda farklilik gosteren hsa-miR-93, hsa-miR-423, hsa-miR-25, hsa-miR-106b ve hsa-
MiR-345’in 6nemli belirtegler olduguna dikkat ¢gekmektedir. Bu miRNA’lar ¢alismamizda
elde edilen meta-miRNA listesinde ilk 50 miRNA arasinda yer almaktadir (91). Ayrica
ayni ¢alismada genomik derece indeksine bakildiginda let-7i, hsa-miR-379, hsa-miR-423
ve hsa-miR-422a yiiksek ve diisiik genomik derece indeksi arasinda anlamli olarak farklilik
gostermistir ve yine bu miRNA’lar bu ¢alismada ortaya ¢ikartilan meta-miRNA listeleri ile
uyumludurlar (91).

Bu c¢alisma siliresince tasarlanmis ve kodlanmis olan meta-analiz yontemi ile
biyoinformatik olarak belirlenen tiimor derecesine 6zgii miRNA belirteglerinin deneysel
olarak bagimsiz tiimor Orneklerinde dogrulanabilir ve literatiirde konuya 6zgii yapilan
caligmalar ile kiyaslanabilir olmast hem tasarladigimiz meta-analiz yonteminin hem de

miRNA belirteglerinin dogrulugunu gdstermesi acisindan 6nem tasimaktadir.

» ER, PR, HER2, molekiiler alt tip ve tiimor derecesi icin bahsi gecen miRNA’larin
meta-analiz ¢alismamizda meta-miRNA listelerinde ilk siralarda olmasi
calismamizdaki meta-miRNA belirte¢ adaylarim1 dogrulamaktadir ve aym
zamanda listede iist siralarda olan diger adaylarin literatiirde daha once

bahsedilmeyen yeni miRNA belirte¢ adaylar: olabilecegine dikkat ¢ekmektedir.

Meta-analiz sonucu bulunan tiimér derecesine ozgii meta-genler ve bu genlerin miRNA

hedefleri ile karsilastirilmasi

Bugiine kadar yapilan pek ¢ok miRNA calismasinda miRNA’larin meme kanserinin klinik
ozellikleri ile ilgili baglantis1 kurulmus ve meme kanserinin gelisiminde, patojenitesinde
onemli rolleri oldugu ortaya konmustur. miRNA ve miRNA hedef mRNA’larinin
iliskilendirildigi cok az ¢alisma bulunmakla birlikte miRNA-mRNA iligkisinin ortak olarak

calisilmasinin 6nemi de bu ¢alismalar ile gosterilmistir (90, 62, 93)
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Bu calismada gelistirilen meta-analiz yaklagimi hem meme kanserinin alt tiplerini
ayirabilen miRNA’lart hem de mRNA’lar1 bulmak i¢in bagimsiz mikrodizin verilerine
uygulanmistir. Meta-analiz sonucu tiimor dereceleri igin belirteg aday1 olarak belirlenen ve
es zamanli PZR sonucunda da istatistiksel olarak anlamli sonug¢ alinan meta-miRNA’larin
(hsa-let-7c, hsa-let-7a, hsa-let-7f, hsa-let-7d, hsa-let-7a, hsa-let-7i) deneysel olarak
onaylanmis hedefleri ile meta-analiz sonucu elde edilen meta-mRNA’lar kiyaslandiginda
49 tane genin ortak oldugu bulunmustur (Cizelge 5.17). Bu genler kanser (TGFBL,
RASSF1, RUNX1, VEGFA, IGF1R, STAT3, TGFB3) ve TGF-beta (SKP1, TGFB1, RBL2,
TGFB3) sinyal yolaklar1 gibi kanser olusumunda ve gelisiminde 6nemli rollere sahip
yolaklarda rol almaktadir (Cizelge 5.18). Belirteg¢ adayr miRNA’larin ve mRNA’larin
bagimsiz ¢aligmalar kullanilarak elde edilmis olmasi da ortak 49 genin stabil ve gilivenilir
belirtecler olma ihtimallerini arttirmakta dolayist ile bu genleri hedefleyen miRNA’larin da

meme kanseri gelisimdeki rollerini saglamlastirmaktadir.

49 genin 10 tanesi (Cizelge 4.7) ile bagimsiz timor Orneklerinde es zamanli PZR
reaksiyonlari ile dogrulama ¢alismalar1 gerceklestirilmistir ve IGF1R, STAT3 ve ZEB2’nin
ifadesinin TD3 orneklerde TD1 orneklere gore azaldigi, STAT3’in ifadesinin TD2
orneklerede TD1 oOrneklere gore azaldigi, TGFB1, IGF1R ve ZEB2‘nin ifadesinin TD3

orneklerde TD2 orneklere gore azaldigr goriilmiistiir (Bolim 5.6).

Es zamanli olarak bu 49 gen ile “BRB Array Tools” kullanilarak bagimsiz ¢alismalar ile
yapilan biyoinformatik analizler sonucunda istatistiksel olarak anlamli sekilde farklilik
gosterdigi tespit edilen genler arasinda calismamizda es-zamanli PZR ile ifade analizi
yapilmis olan genler vardir (E-MTAB-1006 calismasinda; TGFB1, STAT3, VEGFA,
ZEB2, IGF1R, GSE22219 ¢alismasinda; IGF1R, STMN1, RUNX1, TCF19). Bu genlerden
es-zamanli PZR analizinde de istatistiksel olarak anlamli sonug veren IGFIR ve STAT3
(Boliim 5.6) bagimsiz calismalarda da paralel ifade degisimi gostermistir (Sekil 5.26 ve
Sekil 5.27).

Ayni zamanda es-zamanli PZR ile incelenerek anlamli sonu¢ alinamayan ve 49 genin
icerisinde olup es-zamanli PZR ile ifade analizi yapilmayan genler ayni bagimsiz
caligmalarda incelendiginde TD3 orneklerde TD1 velveya TD2 o&rneklere gore artis
gosteren genlerin bulunmasi dikkat ¢ekicidir (Sekil 5.26 ve Sekil 5.27). 49 gen meta-analiz
sonucu tiimor dereceleri igin belirteg aday1 olarak belirlenen meta-miRNA’larin (hsa-let-7c,

hsa-let-7a, hsa-let-7f, hsa-let-7d, hsa-let-7a, hsa-let-7i) deneysel olarak onaylanmis
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hedefleri ile meta-analiz sonucu elde edilen meta-mRNA’larin ortaklaridir. Es-zamanl
PZR sonucunda bu miRNA’larin ifadesinde TD3 6rneklerde TD1 6rneklere gore azalma
goriilmistiir. Dolayisiyla bu miRNA’larin “mRNA yikimi” sekilinde etki ettigi ve bunun
sonucunda genlerin miRNA’larla ters orantili olarak ifade gosterdigi ongoriilebilir. 2010
yilinda yapilan ¢alismada Guo ve arkadaglart miRNA’larin protein yikimina olan etkisinin
cogunlukla (>%84) mRNA yikimi ile olacagini 6ne siirmiis ve miRNA’larin 6ncelikli
hedeflerinin mRNA’lar olduguna dikkat ¢ekmistir (94). Bahsi gecen g¢alisma ile paralel
olarak, es-zamanli PZR sonuglar1 (B6lim 5.6), biyoinformatik analizler (Bolim 5.7) ve
meta-analiz sonucu belirlenen belirte¢ adayr meta-miRNA’larin deneysel olarak
onaylanmis hedefleri ile meta-mRNA’larin 6nemli yiizdelerle ortak olmasi (Boliim 5.4),

miRNA’larin transkriptom iizerinde de dogrudan etkili oldugunu dogrular niteliktedir.

Bu ¢alisma sonucunda;

e ANOVA temelli ve siralama tabanli bir meta-analiz programi gelistirilmis ve meme
kanserine 6zgii miRNA mikrodizin ¢alismalar1 bir araya getirilmistir. Meme kanseri
histolojik ve molekiiler alt tiplerini birbirinden ayirabilen, 6zellikle tiimor derecesine
0zgli, aday miRNA imzalar1 belirlenmistir.

e Literatiir arastirmasindan elde edilen bilgiler dogrultusunda meme kanseri miRNA
mikrodizin verileri ilk defa bir meta-analiz yaklasimi ile bir araya getirilmistir.

e Meta-analiz yaklasimi hem miRNA mikrodizin verilerine hem de mRNA mikrodizin
verilerine uygulanmis ve her bir alt tip icin (tiimdr derecesi, ER, PR, HER2 ve
molekiiler alt tip) aday meta-miRNA hedef genleri ile aday meta-mRNA’larin
ortaklarinin oldugu bulunmustur.

e mIRNA-mRNA iliskisine dikkat ¢ekilmis ve miRNA’larin islevlerini translasyonel
baskilamanin yani1 sira mRNA disregiilasyonu ile gerceklestirebilecegine dikkat
cekilmistir.

o Let-7 ailesi iiyesi olan let-7c, let-7a, let-7f, let-7d, let-7e ve let-7i’nin timor
derecelerini birbirinden ayirabilen giiclii belirtegler olabileceg§i hem biyoinformatik
hem de deneysel olarak gosterilmistir. Diskriminant fonksiyon analizleri bu
miRNA’larin birlikte tiimdr derecesi 3’1 100%’liik bir verim ile tahmin edebildigini

gostermektedir.
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lleride yapimas diigiiniilen calismalar;

e Ayni meta-analiz yontemini karigikliklara neden olabilen isimler yerine, dizi (sekans)
bilgilerine ulasilan veriler ile MIRNA dizileri baz alinarak uygulamak. Analizde sekans
bilgisini kullanmanin isimlendirme tutarsizliklarindan kaynaklanacak olas1 veri kaybini
minimuma indirgeyecegi diisiiniilmektedir.

e Meta-analiz sonucu elde edilen meta-miRNA listelerinden daha fazla miRNA se¢ilerek
ve daha genis bir tiimor paneli kullanilarak es-zamanli PZR yontemi ile arastirmak.

e Meta-analiz sonucu elde edilen meta-mRNA listelerinin, belirteg adayr meta-
miRNA’larin hedef genleri ile ortak elemanlarindan daha fazla secilerek ve daha genis
bir tiimor paneli kullanilarak es-zamanli PZR yontemi ile aragtirmak.

e Meta-analiz yontemini Excel eklentisi olarak yapilandirmak.

e Meta-analiz yaklagimini meme kanseri hastalarindan alinan kan 6rnekleri ile yapilmis
miRNA mikrodizin verilerine uygulamak ve biyobelirte¢ adayr olarak belirlenmis

meta-miRNA’lar kan verisinde analiz etmek.
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EKLER

EK1: Meta-Analiz Kodu

clear
delete sonuclar.xlsx

clc

% Sonuclarin saklanacagi hiicre grubu
% sttunlar sirayla ER, GRADE, HER2, SUBTYPE, PR olacak
R={};

dosyano=0;

Q

o

o0 o°

o

Dosya zorunluluklara

Data dosyasinin ilk sttununda Mirna olmalzi
patoloji dosyasi

data dosyasinda bos satir olmamali

while 1

dosyano = dosyano+l;
R{dosyano,1,1}=" "';
R{dosyano,1,2}="ER';
R{dosyano,1,3}="GRADE";
R{dosyano,1,4}="HER2';
R{dosyano,1,5}="SUBTYPE';
R{dosyano,1,6}="PR';

fdata=input ('Data dosyasinin adi : ','s');
while (isempty(dir (fdata)))
disp('Data dosyasi bulunamadi');
fdata=input ('Data dosyasinin adi : ','s');
end

fpato=input ('Patoloji dosyasinin adi : ','s");
while (isempty(dir (fpato)))
disp('Patoloji dosyasi bulunamadi');
fpato=input ('Patoloji dosyasinin adi : ','s'");
end

[pat3num, pat3txt,pat3raw]=xlsread (fpato);
[data3num,datal3txt,datal3raw]=xlsread (fdata) ;

%raw dosyasinin ilk satiri baslik, ilk sttunu baslik olmalidir
%excel dosyasi MIRNA'ya gore kucukten buyuge sirali olmalzi

%$data dosyasindaki ayni satirlar birlestirilecek
say=1;
%$[sat sut]=size (data3raw) ;
x1=2;
x2=3;
while 1
if (x2>size(data3raw,1))
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break;
end
if strcmp(data3raw{x2,1},data3raw{xl,1})==1
for j=2:size(data3raw, 2)
data3raw{xl,j}=datal3raw{xl, j}+datal3raw{x2,j};
end
say=say+l;
data3raw (x2, :)=[];

else
if say~=1
for j=2:size(data3raw,2)
data3raw{xl, j}=datal3raw{xl,J}/say;
end
say=1;
end
x1=x2;
x2=x2+1;
if (x2>size(data3raw,1))
break;
end
end
end
if say~=1

for j=2:size(data3raw, 2)
data3raw{x1l, j}=data3raw{xl,j}/say;
end
say=1;
end

% birlestirme islemi sonu
% veriler hazir

for i=2:size(pat3raw,l)

if strcmp (pat3raw{i,1l}, "ER")
sutun=2;

elseif strcmp(pat3raw{i,1l}, '"GRADE")
sutun=3;

elseif strcmp(pat3raw{i,1l}, "HER2")
sutun=4;

elseif strcmp(pat3raw{i,1l}, 'SUBTYPE'")
sutun=5;

elseif strcmp(pat3raw{i,1l},'PR")
sutun=6;

else
disp('onemli bir hata. patoloji dosyasinda ad

hatasi');

pause
break

end

$NS var mi

cnt=0;
for k=2:size(pat3raw,?2)

113



if strcmp(pat3raw{i,k}, 'NS')==

cnt=1;
break;
end
end
if cnt==0 %patoloji dosyasinda NS YOK

y=cell2mat (pat3raw(i,2:end)); %patoloji siradaki
source name alindi

for j=2:size(data3raw, 1)
x=cell2mat (data3raw(j,2:end)) ;
P=anoval (x,y, 'off'");

if i==
R{dosyano, j,l}=data3raw{j,1};

end
R{dosyano, j, sutun}=P;

end

else
y=I[1;
x=[1;

for j=2:size(data3raw,1)
for k=2:size(pat3raw,2)

end
P=anoval (x,y, 'off'");
if i==
R{dosyano, j,l}=data3raw{j,1};
end
R{dosyano, j, sutun}=P; %eski hali dosyano,j,i idi
end
end
end
disp(' ")

for x=1l:length(fdata)
if fdata(x)=="'."
break
end
end
txtdosya=strcat (fdata(l:x-1),"'.txt");
fn = fopen (txtdosya, 'wt');
for j=l:size(data3raw,l)
for i=1:6 %size (pat3raw, 1)
if ~isempty (R (dosyano,j, 1))
fprintf (fn, '$s ',num2str (R{dosyano,j,1}))
end
end
if ~isempty (R(dosyano,j, 1))
fprintf (fn, "\n');
else
break
end
end
fclose (fn) ;
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sor=input ('Baska dosya girmek istiyor musunuz (e/h) : ','s');
if sor~='e'
break;
end
end

o°

dosyano kadar dosya okundu, P'ler hesaplandi R kibik yapisinda
sirayla tutulmakta.

o\

$disp(['dosya no = ' num2str (dosyano)])

for pti=2:6

$if pti==2
$3ER hesaplamasi
temp={};

mirnasay=0;
for j=l:dosyano
t={};
say=2;
while ~isempty (R{]j,say,pti})
t{say—1,1}=R{j,say,1};
t{say-1,2}=R{Jj,say,pti};
say=say+l;
if say>length (R)
break;
end
end
say=say-2;

if say>0
mirnasay=mirnasay+1l;
t=sortcell (t,2);
if say>length (temp)
temp{say,1}=1[1];
elseif say<length (temp)
t{length(temp),1l}=[1;
end
temp=[temp t];
end
end
stemp={};
$tim ER'ler yan yana temp'e dizildi.
stemp{1l,1}="MIRNA';
stemp{l,2}="Siralamalarin Ortalamasi';
stemp{1l,3}="P Ortalamasi';
stemp{l,4}="'Kac Dosyada Bulundu?';
sayac=1;
for j=2:2:mirnasay*2-1
for i=1l:length (temp)
if isempty (temp{i,J})
break;
end
cnt=0;
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for k=2:sayac
if strcmp(stemp{k,1l},temp{i,j})==
cnt=1;
break;
end
end
if cnt==0 %onceden bakilmamis mirna
%en az 1iki kez kullanilmis mi?
kulsay=1;
toplam=temp{i, j+1};
topsira=i;
for jj=j+2:2:mirnasay*2
for ii=l:length (temp)
if strcmp (temp{i,j},temp{ii,jj})==
if isnan(temp{ii,jj+1l})==
break;
end
kulsay=kulsay+l;
toplam=toplam+temp{ii, jj+1};
topsira=topsira+ii;
break;
end
end
end
if kulsay>1
sayac=sayac+tl;
stemp{sayac, l}=temp{i,j};
stemp{sayac,2}=topsira/kulsay;
stemp{sayac,3}=toplam/kulsay; %p ort
stemp{sayac, 4}=kulsay;

end
end
end
end
if pti==2
sayfaadi="ER';
elseif pti==
sayfaadi="'GRADE';
elseif pti==
sayfaadi="'HER2';
elseif pti==
sayfaadi='SUBTYPE';
else
sayfaadi='PR';
end
xlswrite ('Sonuclar.xlsx',stemp,sayfaadi);
%end

end
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EK2: Temsili miRNA Es-Zamanlh PZR Sonuclari

Results
Inc  Pos | Name Type CP Concentration Status
E | Al 501 MFT14 Unknown 2790
B | A2 501 MFT14 Unknown 2749
E | A3 501 MFT16 Unknown 2643
B | A4 501 MFT16 Unknown 2691
B | A5 501 MFT21 Unknown 27.09
B | A6 501 MFT21 Unknown 2714
B | A7 501 MFT41 Unknown 2581
B | A8 501 MFT41 Unknown 2598
B | A9 501 MFT85 Unknown 2543
B | A10 501 MFT85 Unknown 2557
E | A11 501 MFT88 Unknown 2429
E | A12 501 MFT88 Unknown 2429
E | A13 501 MFT94 Unknown 2514
B | A14 501 MFT94 Unknown 2491
B | A15 501 MFT96 Unknown 2448
B | A16 501 MFT96 Unknown 24 47
B | A17 501 MFT113 Unknown 2344
B | A18 501 MFT113 Unknown 2382
B | A19 501 MFT116 Unknown 2559
B | A20 501 MFT116 Unknown 2529
B | A21 501 MFT124 Unknown 2716
B | A22 501 MFT124 Unknown 2751
E | A23 501 MFT127 Unknown 2562
E | A24 501 MFT127 Unknown 2595
B | B1 501 MFT129 Unknown 26.82
B | B2 501 MFT129 Unknown 2646

117




EK3: Temsili mRNA Es-Zamanh PZR Sonuclari

Results
Inc  Pos Name Type CP Status
B | A1 MFT14_1 Unknown 2864
B | A2 MFT14_1 Unknown 28.06
A3 |MFT 16_1 Unknown 2407
B | A4 MFT16_1 Unknown 2410
A5 |MFT21_1 Unknown 26.44
E | A6 MFT21_1 Unknown 2673
B | A7 MFT40_1 Unknown 26 44
A8 |MFT40_1 Unknown 26.34
B | A3 MFT41_1 Unknown 2409
2 | A10 MFT41_1 Unknown 2444
A11 |MFT 49 1 Unknown 2289
B | A12 MFT49_1 Unknown 2299
A13 MFT78_1 Unknown 2598
B | Al4 MFTT78_1 Unknown 26.51
B | A15 MFT85_1 Unknown 24 96
A16 MFT85_1 Unknown 2597
B | A17 MFT88_1 Unknown 3072
2 | A18 MFT88_1 Unknown 3148
A19 MFT94_1 Unknown 3156
B | A20 MFT94_1 Unknown 3215
B | A21 MFT95_1 Unknown 3285
B | A22 MFT95_1 Unknown 3231
B | A23 MFT96_1 Unknown 2551
A24 'MFT 96_1 Unknown 2566
B | BT MFT97_1 Unknown 2820
B | B2 IMFT97 1 Unknown 2853

118




EK4: Etik Kurul Formu

ANKARA UNIVERSITESI TIP FAKULTESI KLINIK ARASTIRMALAR ETiK KURUL KARARI
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