ANKARA UNIVERSITESI

BIYOTEKNOLOJI ENSTITUSU

TEMEL BIYOTEKNOLOJI

DOKTORA TEZI

MEME KANSERINDE KODLANMAYAN RNA’LARIN DUZENLEYICI
ROLLERININ BIYOINFORMATIK OLARAK ARASTIRILMASI

Begiim Karaoglu

Danmigman Ogretim Uyesi

Prof. Dr. Bala Giir Dedeoglu

Ocak

2025



ETiK BEYAN

Bu tez ¢alismasinin; akademik kural ve etik ilkelere bagl kalinarak hazirlandigini, caligmada
yararlanilan ve bu c¢alisma triinii olmayan biitiin bilgiler i¢in kaynak yayinlara atifta

bulunulmus oldugunu beyan ederim.

Begilim Karaoglu

Imzas1



ONAY

Prof. Dr. Bala Giir Dedeoglu danismanliginda Beglim Karaoglu tarafindan hazirlanan bu
calisma 30/01/2025 tarihinde asagidaki jiiri tarafindan Temel Biyoteknoloji Anabilim

Dali’nda doktora tezi olarak kabul edilmistir.

Baskan: Dog. Dr. Ozlen Konu Karakayali imza:
Uye: Prof. Dr. Bala Giir Dedeoglu Imza:
Uye: Prof. Dr. Pelin Mutlu Imza:
Uye: Prof. Dr. Hasan Ogul imza:
Uye: Prof. Dr. Emre Keskin imza:

Yukaridaki sonucu onaylarim.

Prof. Dr. Demet Cansaran Duman

Enstiti Midiira



OZET
Doktora Tezi

Meme Kanserinde Kodlanmayan RNA’larin Diizenleyici Rollerinin Biyoinformatik Olarak
Aragtirilmasi

Begiim Karaoglu
Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii
Prof. Dr. Bala Giir Dedeoglu

Meme kanseri, diinya c¢apinda kadinlar arasinda en yaygin goriilen kanser tiiriidiir. Bu durum,
hastaligin tan1 ve tedavisinde kullanilabilecek yeni ve etkin biyobelirteglerin kesfinin 6nemini
vurgulamaktadir. Gen ifadesinin kontroliinde gorev alan molekiillerin (transkripsiyon faktorleri,
miRNA’lar ve IncRNA’lar gibi) birbirleriyle olan etkilesimlerinin belirlenmesinin, meme kanser
olusumunda rol oynayan karmagik siireglerin sistem biyolojisi yaklagimiyla ¢oziilmesine katki

saglayacag diisiiniilmektedir.

Bu amagla tez ¢alismasi kapsaminda, invaziv duktal meme kanseri (IDC) hastalarindan elde edilen
179 tiimdr ve 51 normal doku igeren 5 Yeni Nesil Dizileme (NGS) calismasi ile 490 timor ve 122
normal doku igeren 8 mikrodizin ¢alismasina ait ifade verileri GEO veri tabanindan elde edilmistir.
Diferansiyel ifade analizleri sonucunda mRNA, miRNA, IncRNA ve TF diizenleyici molekiillerine
ait ifade verileri, tez kapsaminda gelistirilen devre analiz programi miRCuit’a yiiklenerek

incelenmistir.

Analizler sonucunda elde edilen devrelerden INcRNA CASC15, miR-130b-3p ve transkripsiyon
faktorii KLF5'in meme kanseri olusumunda 6nemli diizenleyici elemanlar oldugunu belirlenmistir.
Gelistirilen program ve bu c¢alisma sonucunda ortaya koyulan devrelerin, diizenleyici molekiiller
arasindaki ifade degisikliklerinin etkilerini anlamaya yardimci olacagi ve tiimor gelisimi siirecine
dair kapsamli bir bakis acist sunacagi diisiiniilmektedir. Ayrica, gelistirilen bu program, farkli

calisma alanlarindan arastirmacilarin diizenleyici devreler olusturmasina olanak taniyacaktir.
2025, 165 sayfa

Anahtar kelimeler: meme kanseri; gen regiilasyonu; transkripsiyon faktorii; miRNA; IncRNA.



ABSTRACT
PhD Thesis
The Bioinformatics Investigation of the Regulatory Roles of Non-Coding RNAs in Breast Cancer
Begum Karaoglu
Ankara University Biotechnology Institute
Prof. Bala Gur Dedeoglu

Breast cancer is the most common type of cancer among women worldwide. This highlights the
importance of discovering new and effective biomarkers that can be used for the diagnosis and
treatment of the disease. It is believed that determining the interactions between molecules involved
in gene expression regulation (such as transcription factors, miRNAs, and IncRNAs) will contribute
to solving the complex processes involved in breast cancer development through a systems biology

approach.

For this purpose, expression data from 5 Next Generation Sequencing (NGS) studies containing 179
tumors and 51 normal tissues from invasive ductal breast cancer (IDC) patients, as well as 8
microarray studies with 490 tumors and 122 normal tissues, were obtained from the GEO database.
Following differential expression analyses, the expression data of mMRNA, miRNA, IncRNA, and TF
regulatory molecules were loaded into the circuit analysis program, miRCuit, developed within the

scope of this thesis and analyzed.

The analysis results identified INcRNA CASC15, miR-130b-3p, and the transcription factor KLF5 as
significant regulatory elements in the development of breast cancer. It is believed that the circuits
developed in this study will help understand the effects of expression changes between regulatory
molecules and provide a comprehensive perspective on the tumor development process. Moreover,

the developed program will allow researchers from different fields to create regulatory circuits.
2025, 165 pages

Keywords: breast cancer; gene regulation; transcription factor; miRNA; IncRNA.
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1. GIRIS

Meme kanseri kadinlarda en sik goriilen kanser tiiriidiir ve glinimiizde kadinlar arasinda
kansere bagli 6liimlerde ilk sirada yer almaktadir (1). Olduk¢a karmasik ve heterojen bir
genetik hastalik olan meme kanserinin olusumu ve gelisimi altinda yatan mekanizmanin
dogru anlasilmasi, hastalifin prognozunun tahmini ve dogru tedavi yaklasimlarinin
gelistirilmesi ig¢in son derece Onemlidir (2,3). Giiniimiizde dizileme teknolojilerinin
geligsmesi ve biyoinformatik alanindaki ilerlemeler ile meme kanserinin heterojen yapisini
anlamaya katki saglayan pek ¢ok ¢alisma yapilmis fakat hastaligin molekiiler mekanizmasi

heniiz tam olarak aydinlatilmamustir (2,4).

Hiicrede biyolojik stireglerin dogru ilerleyebilmesi i¢in gen ifadesinin diizenlenmesi pek ¢ok
basamakta siki bir sekilde kontrol edilmektedir (5). TF’ler transkripsiyonel diizeyde gen
ifadesinin diizenlenmesinden sorumlu temel molekiiller iken, post-transkripsiyonel diizeyde
diizenleme daha ¢ok miRNA’lar tarafindan gergeklesmektedir (6,7). Son yillarda artan
caligmalar, IncRNA’larin hem transkripsiyonel hem de post-transkripsiyonel seviyelerde
diizenlemede gorev alan 6nemli diizenleyici RNA’lar olduklarini ortaya koymaktadir (8—
10). Sistem biyolojisi yaklagimi ile molekiillerin birbirleri ile iligkisinin ortaya koyulmasi,

meme kanseri gibi karmagik siireglerin aydinlatilmasinda 6nem kazanmaktadir (11-13).

Meme kanseri ve normal dokularin IncRNA, miRNA ve mRNA ifade profil verileri
kullanilarak meme kanseri olusumunda ve gelisiminde rol oynayan diizenleyici IncRNA-
TF-mRNA-miRNA devrelerini kurgulayacak bir program gelistirilmesi, molekiiller arasinda
meydana gelecek bir ifade degisiminin siirece olan etkilerini ortaya koyacaktir. Bu yaklagim
ile kanserlesme siirecinin biitlinciil bir yaklagimla ele alinmasinin saglanmasi yeni
biyobelirteglerin Onerilmesine ve etkin tedavi yaklasimlarinin gelistirilmesine olanak

saglayacaktir (4,14-16).



2. KURAMSAL TEMELLER

Meme kanseri pek c¢ok faktor tarafindan kontrol edilen kompleks, heterojen bir genetik
hastaliktir ve diinya genelinde kadinlarda en ¢ok goriilen kanser tiridir (2,3). Farkli
biyolojik ozellikler, tedavi yanitlar1 ve prognostik modellere sahip birgok alt tipe ayrilan
meme kanseri, giiniimiizde erken teshis olanaklar1 ve tedavideki 6nemli ilerlemelere ragmen
halen kansere bagli oliimlerde ilk siralarda yer almaktadir (2,3). S6z konusu durum,
hastaligin tan1 ve tedavisinde kullanilabilecek yeni ve etkin biyomolekiillerin kesfinin
Onemini ortaya koymaktadir. Bunun i¢in, gen ifadesinin kontroliinde gorev alan
mekanizmalarin anlagilmasi ve siiregte rol alan molekiillerin birbirleri ile etkilesimlerinin

belirlenmesi, yeni biyomolekiillerin kesfine katki saglamaktadir (14-17).
2.1.  MEME KANSERI

Meme kanseri diinya ¢apinda kadinlar1 en ¢ok etkileyen kanser tiirlidiir ve kansere bagh
oliimlerde ilk sirada yer almaktadir (18). Erkeklerde goriilen meme kanseri orani ise, teshisi
gerceklesen meme kanserlerinin %]1’inden azini olusturmaktadir (19). Uluslararasi Kanser
Arastirmalart Ajansi’nin (International Agency for Research on Cancer - IARC) sunmus
oldugu verilere gore her yil diinya ¢apinda toplam 2,26 milyon yeni vaka goriilmekte, bu
vakalarin yaklagik 680.000’i ise 6liim ile sonug¢lanmaktadir (20). Son verilere iliskin kadin

ve erkeklerde meme kanseri goriilme sikligt ve 6liim oranlart Sekil 2.1.”de verilmistir (1).

Tum yaslarda, her iki cinsiyete ait yeni vakalarin sayisi (2020) Tiim yaslarda, her iki cinsiyete ait dliimlerin sayisi (2020)
Meme
2261419 (%11.7) Akciger
1796144 (%18) <
g
Akciger Diger kanserler g
2206771 (%11.4) 3557464 (%35.7) g,
Diger kanserler . ;_.gg
8275743 (%42.9) Kolon Kolon £
1931590 (%10) 935173 (%9.4) 1
Prostat Prostat Karacifer 5s
1414259 (%7.3) 375304 (%3.8) 830180 (%8.3) 88
Ozofagus Mide Pankreas Mide £g
604 100 (%3.1) 1089103 (%5.6) 466003 (%4.7) 768793 (%7.7)
Rahim agzi Karaciger Ozofagus | Meme
604127 (%3.1) 905677 (%4.7) 544076 (%5.5) 684996 (%6.9)
Toplam: 19 292 789 vaka Toplam: 9 558 133 8lim

Sekil 2.1. Her iki cinsiyet i¢in meme kanserinin goriilme siklig1 ve 6liim oranlari (1).



Diinya Saglik Orgiitii’niin (WHO) 2023 yilinda elde ettigi son veriler, her y1l toplamda 2,3
milyondan fazla meme kanseri vakasinin goriildiigiinii ortaya koymaktadir. Bu oran yillik

kanser vakalarinin %12,5’ini olusturmaktadir (18,21).

Meme kanseri farkli morfolojik, biyolojik ve klinik 6zelliklere sahip heterojen bir hastaliktir.
Bu heterojenlik tiimorlerin farkli biyolojik davranislar sergilemesine ve buna bagli olarak
farkli tedavi yanitlar1 gelistirmesine neden olmaktadir. Yiiksek verimli molekiiler tekniklerin
ve biyoinformatik araglarin gelismesi meme kanserinin daha iyi anlasilmasina olanak
saglamistir (22). Bu kapsamda meme kanseri belirli 6zellikler g6z 6niinde bulundurularak

histolojik, patolojik ve molekiiler alt siniflara ayrilmaktadir (22,23).
2.1.1. HISTOLOJIK SINIFLANDIRMA

Meme dokusu ii¢ ana boliimden olusmaktadir. Bunlar siit lireten bezler olan lobiiller (lobul),

siiti meme ucunda tasiyan kanallar (duct) ve tiim dokuyu cevreleyen bag dokudur (Sekil

2.2.) (24).
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https://www.cdc.gov/cancer/breast/basic_info/what-is-breast-cancer.htm

Sekil 2.2. Meme dokusunun boliimlerini gosteren sematik ¢izim (24).

Meme kanseri histolojik olarak temelde ii¢ smifa ayrilmaktadir. Bu siniflar, timor
hiicrelerinin proliferasyon yeteneklerinin meme lobiilleri veya kanallari ile sinirli olup

olmadigi veya timori gevreleyen stromayi istila edip etmedigi durumlara gére in situ,



mikroinvaziv veya invaziv olarak adlandirilmakta; tiimoriin loblarda veya kanallarda
gelismesine gore ise, lobiiler veya duktal olarak daha alt siniflara gruplandirilmaktadir. Bu

gruplar arasindaki ayrimi yapmak i¢in tiimdriin biiylime paternleri ve sitolojik 6zellikleri

kullanilmaktadir (24-26).

In situ (non-invaziv) karsinomda tiimor hiicrelerinin proliferasyonu loblar veya kanallar ile
siirlidir ve stromal invazyon bulunmamaktadir. In situ meme kanseri, tiimoriin gelistigi yere
gore lobiiler karsinoma in situ (LCIS) ve duktal karsinoma in situ (DCIS) olmak tizere iki
gruba ayrilmaktadir. Ayrica DCIS, farkli histolojik yapilar1 igeren alt tiplere sahiptir
Mikroinvaziv karsinom, timor capinin 1 mm’den az invazyon gosterdigi siniftir ve
bilesenleri kanallar ve lobiiller olabilmektedir (26). Invaziv karsinom ise, mikroinvazyonu
asan invaziv bilesenlere sahip ve bu invaziv bilesenlere gore histolojik tipin belirlendigi
karsinomdur. Invaziv duktal karsinom (IDC), meme kanseri alt tipleri i¢erisinde en yaygin
goriilen alt tiptir (27,28) ve bu invaziv bilesenlerinin histolojik yapisina gore farkli alt tiplere
ayrilabilmektedir (26,27). Ayrica IDC, 6zel tip olmayan invaziv karsinom (Invasive
Carcinoma of No Special Type, NST) olarak da bilinmektedir (27,28). Diger invaziv
karsinomlar 0Ozel tip olarak adlandirilmaktadir ve invaziv duktal karsinomdan farkl
sitopatolojik ve histopatolojik Ozelliklere sahiptir. Invaziv lobular karsinom, tubular
karsinom, mucinous karsinom, medullary karsinom ve invaziv micropapillary karsinom
basta olmak tizere pek cok 6zel invaziv karsinom tipi bulunmaktadir ve Sekil 2.3.’te detayl

olarak verilmigtir (25,26).



HISTOLOJIK SINIFLANDIRMA

In situ Karsinom
Duktal karsinom in situ (DCIS) Papillary
Cribriform-papillary

Cribriform
Solid
Comedo
Lobular karsinom in situ (LCIS)
Mikroinvaziv Karsinom
Invaziv Karsinom
Invaziv duktal karsinom (1DC) Tubule forming
Solid
Scirrhous
Diger tipler
Ozel tipler Invaziv lobular karsinom

Tubular karsinom

Invaziv cribriform karsinom
Mucinous karsinom

Medullary karsinom

Apocrine karsinom

Metaplastik karsinom

Invaziv micropapillary karsinom
Secretory karsinom

Adenoid cystic karsinom

Diger

Sekil 2.3. Meme kanserinin histolojik siniflandirilmasi.

Tim alt siniflarindan bagimsiz olarak invaziv meme Kkanserleri histolojik olarak
derecelendirilmektedir (grade). En yaygin kullanilan derecelendirme sistemi Bloom ve
Richardson (29) tarafindan gelistirilen, Elston ve Ellis (30) tarafindan degistirilen sistemdir.
Nottingham derecelendirme sistemi ad1 verilen bu sistemde tiimor tiibiil olusturma derecesi,
niikleer pleomorfizm ve mitotik indeks parametrelerine gore degerlendirilerek puanlanmakta
ve daha sonra parametreler birlestirilerek tiimoriin derecesine karar verilmektedir. Buna gore
1. derece timorler en farklilasmis, 3. derece tiimorler ise en az farklilasmistir. Baska bir
deyisle, tiimor derecesi daha kii¢iik olan hastalarda daha iyi bir klinik sonug elde edilirken
tiimdr derecesi ileri olan hastalarda erken niiks ve metastaz goriilmektedir. Bu nedenle timor

derecesi 6nemli bir prognostik belirtegtir (27,31-33).



Meme kanseri ayn1 zamanda Amerikan Ortak Kanser Komitesi/Uluslararas1 Kanser Kontrol
Birligi (The American Joint Committee on Cancer/Union for International Cancer Control
International Cancer Control) tarafindan yayinlanan Timoér Nod Metastaz (TNM)
Sistemi’ne gore evrelendirilmektedir (28,34). Bu sistemde tiimor boyutu, bolgesel lenf nodu
durumu ve uzak metastatik bolgelere yayilim gibi hem klinik hem de patolojik parametreler

kullanilmaktadir (27).
2.1.2. PATOLOJIK SINIFLANDIRMA

Meme kanserinin patolojik siniflandirmasinda geleneksel morfolojik siniflandirma temel
Oneme sahip olmasina ragmen, giiniimiizde yiiksek islem kapasiteli teknikler ve
biyoinformatigin gelismesi ile arastirmacilarin ilgisi, meme kanserini farkli gruplara
ayirmak ve etkin tedavi yolunu belirlemek i¢in tek gen ve ¢oklu gen testleri kullanimina

odaklanmaktadir (Sekil 2.4.) (22).

PATOLOIJIK SINIFLANDIRMA

Morfolojik Siniflandirma
Tiimér Farklilasmasi
Timériin tipi
Tumériin derecesi
Hastaligin Derecesi
Tiimériin evresi

Molekiiler Siniflandirma
Tek Gen ile Yapilan Siniflandirmalar
Tedavi kararinin alinmasinda etkili olan : Ostrojen reseptérii (ER) ve HER2+
Prognostik siirecte etkili olan: Progesteron reseptdrii (PR) ve ki67
Ailesel yatkinlik genleri: BRCA1, BRCA2, PALB2

Coklu Gen ile Yapilan Siniflandirmalar
Basta luminal sinif genleri ve iliskili diger genler

Global Gen ifadesi ve Genomik Siniflandirma
Luminal, bazal ve HER2 ile zenginlesmis alt tipler
Mutasyon imzalar
Transkriptomik ve genomik 6zelliklerin kombinasyonuna dayali sinflandirmalar

Sekil 2.4. Meme kanserinin patolojik siniflandirilmasi.

Patolojik siniflandirmada tiimoriin farklilasmasinin dogru belirlenmesi kritik 6neme sahiptir.
Bu farklilagma, tiimdriin tipi (sitolojik o6zellikler, tiimor biiylime paterni ve yapisi, salgi
Ozellikleri ve stromal Ozellikleri) ve histolojik derecesi belirlenerek morfolojik olarak

Olciilmektedir. Hastaligin evresinin belirlenmesi ise en yaygin kullanilan ve primer tiimdriin



biiyiikliigiine, nodal tutulumuna ve metastaz durumuna bagli olarak degerlendirilen TNM
sistemine gore gerceklestirilmektedir. Meme kanserinin evresi en Onemli prognostik

belirteglerden biri olarak kabul edilmektedir (22,28,34).

Benzer morfoloji ve evrelerdeki tlimdrlerin klinik davranislar1 ve tedavi yanitlarinda goriilen
farkliliklar, mevcut klinik ve morfolojik parametrelerin yetersiz oldugunu ortaya
koymaktadir (35). Bu durum primer tiimoriin molekiiler 6zelliklerinin anlasilmasinin,
hastaligin prognozunun ve tedavi siirecinin tahmin edilmesinde ne kadar 6nemli oldugunu
gostermektedir. Kullanilabilecek molekiiler belirtecler, genler ve gen iiriinlerini igeren (RNA
ve protein) molekiillerin tekli veya bir arada karsilagtirilmasi sonucunda ortaya ¢ikan
profillemeye dayanmaktadir (36-38). Bu kapsamda meme kanseri hastalarmin tani
calismalarinin 6nemli bir parcasini, dnemli prognostik belirtecler olan dstrojen reseptorleri
(ER) ve insan epidermal biiylime faktorii reseptorlerinin (HER2) ifadesi olusturmaktadir ve
tedavi siirecinde belirleyici olduklari bilinmektedir (39-42). Benzer sekilde progesteron
reseptorleri (PR) ve hiicrenin proliferasyonunu diizenleyen Ki-67 genlerinin de meme
kanserinde onemli biyobelirtegler olduklar1 kanitlanmistir. Bu biyobelirteglerin ifadeleri
birbirini etkilemekte ve prognostik degerlendirme sirasinda kombinasyonlar halinde yorum
yapilmaktadir (43-47). Bunlara ek olarak ailesel yatkinlik genleri olan BRCA1, BRCA2 ve
PALB2 genleri de molekiiler siniflandirma i¢in kullanilmaktadir(22).

Tek gen ile siniflandirmalarin yani sira, belirli bir tiimdr alt grubuna ait secilmis bir gen
setinin ifadesine dayanan prognostik ¢coklu gen imzalari tanimlanmistir. Bu imzalar siireci
tahmin edebilmeleri ve tek gen iizerinden yapilan degerlendirmeler yerine gen
kombinasyonlart kullanilarak sonuglar ortaya koymalari bakimindan &nemlidir (48,49).
Karmagik tiimor biyolojisin altinda yatan genetik bozukluklari yansitan durumu tahmin
etmek i¢in belirtilen tiim tek gen yaklasimlari ve ¢oklu gen imzalarn tek basma yeterli
olmamakta, Ozellikle riskli hasta gruplarinda diger biitiin parametreler birlikte

degerlendirildiginde tamamlayici bilgiler saglamaktadir (22).
2.1.3. MOLEKULER SINIFLANDIRMA

Meme kanserinin biyolojik ve fenotipik heterojen bir yapiya sahip olmasi, hastalarin farkl
klinik tablolar sergilemesine ve farkli tedavi yanitlar1 vermesine neden olmaktadir. Bu

nedenle glinlimiizde tlimoriin yalnizca morfolojik 6zelliklerine gore siniflandirilmas: veya



klinik patolojik parametrelere (timdr boyutu, metastazi vb) gore degerlendirilmesi timdr
patolojisinin anlasilmasinda, hastaligin prognozunun belirlenmesinde ve tedavi siirecinin
dogru planlanmasinda oldukga yetersiz kalmaktadir (23,50). Yapilan pek ¢ok ¢alisma, meme
kanserinin molekiiler paternlerini bulmak iizerine yogunlasmistir (8,51-54). Perou, Sorlie ve
arkadaslarinin onciiliigiini Ustlendigi ¢alismalar dogrultusunda meme kanseri, gen ifade
profillerinde gbzlenen benzerliklere gore luminal A, luminal B, HER2+ ve iiclii negatif

olmak tizere dort farkli molekiiler alt sinifa ayrilmistir (23,55).

Meme kanseri alt smiflarinin ayrimi Ostrojen reseptorleri (ER), progesteron reseptorleri
(PR), insan epidermal biiyiime faktorii reseptorleri (HER2) ve hiicre proliferasyonunu
diizenleyen Ki-67 genlerinin varligma gore yapilmaktadir (27). Bu dort adet
(ER/PR/HER2/Ki-67) biyobelirtegten olusan immunohistokimyasal panelin (IHC), meme

kanserinin molekiiler alt tiplerinin belirlenmesinde etkili oldugu belirlenmistir (23,27).

Meme kanserinin molekiiler alt siniflarindan biri olan ve en yaygin olarak goériilen luminal
A, Ostrojen ve progesteron reseptorlerinin varligi (ER+, PR+), epidermal biiylime faktorii
reseptorlerinin (HER2) ise yoklugu ile karakterizedir. Hiicre proliferasyon belirteci Ki-67
ise, luminal A alt tipi meme kanserlerinde diisiik ekspresyon seviyesine sahiptir (Ki-
67<%20). Luminal A’ya gore daha kotii prognoz sergileyen luminal B ise, luminal A’ya
benzeyen ER+, PR+ ve HER2+/- ifadelerinin yani sira yiiksek Ki-67 (Ki-67>%20) ifadesine
sahiptir. Diger bir alt sinif olan HER2+ meme kanseri, yeni teshis edilen hastalarin yaklagik
%15-20’sinde goriilmektedir. HER2 reseptorlerinin asir1 ifadesi ile karakterize olmakla
birlikte yiiksek Ki-67 ifadesine sahiptir. Bu alt tipte ER ve PR reseptorlerinin ifadesi
bulunmamaktadir. Tiim meme kanseri vakalarinin yaklasik %10-20’sini olusturan ¢l
meme kanseri (TNBC), hormon reseptorlerinin hicbirinin ifade olmamasina karsin en
yiiksek Ki-67 ifadesi (Ki-67>30) ile en agresif meme kanseri alt sinifi olarak bilinmektedir.
Bu agresif kanser tiirii igerisindeki heterojenligin daha iyi anlagilmasi i¢in pek ¢cok gen ifade
analizi calismas1 yapilmis ve iiclii negatif meme kanseri 7 farkl alt tipe ayrilmistir: Immiin
yanitta farkliliklar gosteren bazal gen ifadelerine sahip ve CK 5/6/14 genleri ile epidermal
bliylime faktorii reseptorlerini (EGFR) ifade eden ve oldukga agresif olan bazal hiicre
benzeri 1 (BL-1) ve bazal hiicre benzeri 2 (BL-2), immiinolojik sinyallesme yolaklarinda
onemli degisimler gosteren immiinomodiilator tip (IM), mezenkimal ve mezenkimal kok

hiicre tipleri (M ve MSL), klaudin proteinlerini diisiik ifade eden klaudin-diisiik tip (CL) ve



androjen metabolizmasinda rol alan genlerin farkli ifadesini gosteren luminal androjen
reseptor tipi (LAR) (23,27,56-58). Meme kanserinin molekiiler alt tipleri ve bu alt tip

ayrimini gosteren gen ifade profilleri Sekil 2.5.’te verilmistir.

MOLEKULER SINIFLANDIRMA

Alt Tipler ifade edilen reseptérler / genler
Luminal A ER+
PR+
HER2-
Ki-67 dustik seviye
Luminal B ER+
PR+
HER2+/-
Ki 67 yiiksek seviye
HER2+ ER-
PR-
HER2+
Ki-67 yiiksek seviye
Uclii Negatif (TNBC)
Bazal hiicre benzeri-1 (BL-1) ER-
Bazal hiicre benzeri-2 (BL-2) PR-
Immiinomodiilatér (IM)
. HER2-
Mezenkimal (M)

Ki-67 ylksek sevi
Mezenkimal kok hiicre benzeri (MSL) 1-6/ yuksek seviye

Klaudin-diisiik (CL)
Luminal androjen reseptér (LAR)

Sekil 2.5. Meme kanserinin molekiiler siniflandirilmas.

Bunlara ek olarak tiimor biyolojisinin daha 1yi anlagilmasina duyulan ihtiya¢g Oncotype DX,
Prosigna PAMS50 ve Mammaprint gibi daha detayli molekiiler analizlerin gelismesine yol

agmustir ve detayli molekiiler analizlere olanak saglamaktadir (59-61).

Gilinlimiizde meme kanseri pek c¢ok alt sinifa ayrilmistir ve bu alt siniflara ait biyolojik
ozellikler iyi tanimlanmistir. Ancak eldeki veriler hastaligin tam1 ve tedavisinde dogru
yaklasimlar1 belirlemede hala yetersiz kalmaktadir. Bu kapsamda oldukga heterojen olan ve
pek ¢cok genetik faktor tarafindan kontrol edilen meme kanserini anlamada gen ifadesini

kontrol eden mekanizmalarin iyi anlasilmasi biiylik 6nem tagimaktadir.



2.2.  GEN iFADESININ REGULASYONU

Gen ifadesi tiim organizmalar i¢in gerekli olan karmasik bir siirectir. Bir gende kodlanan
bilginin islevsel bir iirline doniismesinde 6nemli rol oynayan gen ifadesi, pek ¢ok faktor
tarafindan dinamik bir sekilde diizenlenmektedir. Bu diizenleyici siire¢ler temelde
transkripsiyonel ve post-transkripsiyonel (transkripsiyon sonrasi) olmak tizere iki basamakta
gerceklesmektedir (5). Transkripsiyonel diizeyde diizenlemenin baslica elemanlari
transkripsiyon faktorleri iken, post-transkripsiyonel diizeyde diizenleme temelde mikro
RNA’lar tarafindan kontrol edilmektedir (6,7). Genel olarak, transkripsiyon faktorleri gen
ifade seviyelerini arttirirken miRNA’lar bu seviyeleri azaltmaktadir (62—65). Yiiksek islem
kapasiteli tekniklerin gelismesi ile kesfedilen ve hiicredeki biyolojik gorevleri ortaya konan
uzun kodlamayan RNA’lar (IncRNA) ise, hem transkripsiyonel hem de post-
transkripsiyonel diizenleyici sliregleri Onemli Olgiide etkileyerek gen ifadesi
diizenlenmesinin neredeyse her basamaginda pozitif veya negatif etkiler gosterebilmektedir
(8-10).

2.2.1. TRANSKRIiPSiYON FAKTORLERI

Transkripsiyon faktorleri (TF) belirli DNA dizilerine baglanabilen ve gen ifadesini
transkripsiyonel seviyede diizenleyen proteinlerdir (7). Transkripsiyon RNA polimeraz Il
enzimi tarafindan gerceklestirilmektedir. Transkripsiyon stireci ise TF’ler, aktivatorler,
koaktivatorler ve baskilayicilar tarafindan diizenlenmektedir (66). Transkripsiyonun
baslamasi i¢in gereken TF’ler, genel transkripsiyon faktorleri olarak adlandirilmaktadir
(TFIIA, TFIIB, TFIID, TFIE, TFIIF ve TFIIH). Transkripsiyonun baglamasi bu TF’lerin
hedef geninin Oniinde yer alan ve transkripsiyonun bazal seviyede ve dogru sekilde
gerceklesmesi i¢in gerekli olan promotor bdlgelerindeki 6zgiil DNA dizilerine baglanmasi
ile gergeklesmektedir (67-69). Promotor bolgesinde diizenli bir sekilde bir araya gelen
TF’ler transkripsiyon 6n baglatma kompleksi (PIC) olarak adlandirilan bir kompleks
olusturmakta ve RNA polimeraz II’yi bu bolgeye ¢ekerek transkripsiyonun baslamasini

saglamaktadir (70).

Transkripsiyonu diizenleyici elemanlardan olan aktivatorler, transkripsiyon baglama
seviyesini arttirirken baskilayicilar olarak adlandirilan diger bir grup diizenleyici ise

transkripsiyon seviyesini azaltmaktadir. Aktivatorler ve baskilayicilar, ¢evresel uyarilara

10



karst veya gelisimin farkli evrelerinde hedef genlerinin ifadelerini arttirmakta ya da
azaltmaktadir. Koaktivatorler ise aktivatorler ile protein-protein kompleksi arasindaki

etkilesimi saglayarak gen ifadesinin diizenlenmesine katkida bulunmaktadir (Sekil 2.6.)
(66,71).

Ko-
aktivator

Aktivator  aktivasyon <

— ={1—

| TATA  TSS|

Promotor

Sekil 2.6. Transkripsiyon 6n baslama kompleksinin olusmasi (Maston, 2006’dan
uyarlanmistir) (66).

2.2.2. MIKRO RNA’LAR

MikroRNA’lar (miRNA) 20-25 niikleotid uzunlugunda, tiirler arasinda evrimsel olarak
korunmus, gen ifadesini post-transkripsiyonel seviyede kontrol eden kiiciik, protein

kodlamayan RNA molekiilleridir (72,73). RNA polimeraz II enzimi tarafindan genomdaki
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kendi miRNA genlerinden veya protein kodlayan genlerin intron bdlgelerinden transkribe
olmaktadir. Pri-miRNA olarak isimlendirilen bu birincil transkriptler sa¢ tokas1 yapisindadir
ve mRNA’ya benzer sekilde 5° sapka ve 3’ poliA kuyruk igermektedir. Pri-miRNA’lar
Drosha endoniikleaz enzimi tarafindan c¢ekirdekte kesilerek yaklasik 70 niikleotid
uzunlugundaki pre-miRNA’ya doniistiiriilmekte ve niikleer tasima reseptdrii exportin-5
tarafindan sitoplazmaya tasinmaktadir. Dicer enzimi ile pre-miRNA’larin sitoplazmada
kesilmesi sonucu sa¢ tokasi yapisi ortadan kaldirilarak yaklagik 20 niikleotid uzunlugundaki
miRNA/miRNA* dubleksleri olusturulmaktadir. Bu dubleksten 5’ daha stabil olan miRNA
olgun miRNA, digeri ise yolcu miRNA olarak adlandirilmaktadir ve yolcu ipligin
cogunlukla yikildigr bilinmektedir. Olgun miRNA, RNA kaynakli susturma kompleksine
(RISC) dahil olmaktadir. miRNA’lar etkilerini hedeflerinin genellikle 3> UTR bdlgelerine
baglanarak translasyonun baskilanmasi veya mRNA’nin degredasyonu seklinde

gostermektedir (Sekil 2.7.) (73,74).
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Sekil 2.7. miRNA biyogenezi (Jia, 2022’den uyarlanmistir) (75).

miRNA’larin protein kodlayan genlerin yarisindan fazlasinin ifadesini kontrol ettigi ve pek
¢ok hiicresel fonksiyonun diizenlenmesine katkida bulundugu bilinmektedir (76). Ayrica bir
timor baskilayict gen ya da onkogen olarak gorev yaptigina iligkin calismalar da

bulunmaktadir (77,78).
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2.2.3. UZUN KODLAMAYAN RNA’LAR

Teknolojinin ilerlemesi ve yiiksek islem kapasiteli dizileme teknolojilerinin geligmesi ile
hiicrede oOnemli epigenetik diizenleyicilerden olan kodlamayan RNA’lar (ncRNA)
tanimlanmustir (13). Uzun kodlamayan RNA’lar (IncRNA), ncRNA’lar igerisinde yer alan
onemli bir gruptur ve miRNA’lar gibi belirli hiicresel siire¢lerin ve gen ifadesinin
diizenlenmesine katkist oldugu bilinmektedir (75,79,80). LncRNA’lar 200 niikleotidden
uzun, proteine ¢evrilmeyen RNA’lardir. mRNA’ya benzer sekilde RNA polimeraz II enzimi
tarafindan genomun intronik, intergenik, sense veya antisense zincirinden transkribe
olmaktadir (9,79). Transkribe olduktan sonra daha az ug birlestirme sinyaline (splicing)
maruz kalmakta ve bu siirec mRNA’ya kiyasla daha az verimli sekilde gerceklesmektedir
(9). Transkriptlere mRNA’larda oldugu gibi 5’-7mG sapka ve 3’-poliA kuyruk
eklenmektedir. LncRNA’lar cekirdekte sentezlendikten sonra bir kismi ¢ekirdekteki
gorevlerini yapmak icin burada tutulurken bir kism1 RNA disa aktarma faktorii (NXF1)
tarafindan sitoplazmaya taginmaktadir (Sekil 2.8.) (9,81,82).
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Sekil 2.8. IncRNA biyogenezi (Statello 2021°den uyarlanmistir) (9).

Gen ifadesini hem transkripsiyonel hem de post-transkripsiyonel diizenlemeleri nedeniyle
IncRNA’lar gen ifadesinin diizenlenmesinde anahtar role sahiptir. LncRNA’larin goérev
aldig1 epigenetik, transkripsiyonel ve post-transkripsiyonel siirecler asagida 6zetlenmistir

(Sekil 2.9.) (83,84):

IncRNA larin Gorev Aldigi Epigenetik ve Transkripsiyonel Siirecler

— Transkripsiyon faktorleri ile etkilesime girerek transkripsiyon faktorlerinin
aktivasyonunun saglanmasi,
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— Transkripsiyon faktorlerine baglanip bu molekiilleri genomdan uzaklastirarak
transkripsiyonel baskilanmanin saglanmasi,

— Kromatin modfiye edici enzimleri hedef genlere yonlendirilerek rehber gorevi
gormesi,

— Genom iizerinde ¢oklu proteinleri bir araya getirerek riboniikleoprotein
kompleksinin olugmasini saglayacak bir iskelet gérevi gérmesi.

IncRNA larin Gorev Aldigi Post-Transkripsiyonel Stiregler

— Eslenigi olan pre-mRNA’ya baglanan IncRNA’nin RNA-RNA dupleksi olusturarak
spesifik enzimlerin RNA’ya toplanmasini saglamasi ve RNA diizenlemesi (RNA
editing) siirecine katkida bulunmasi,

— Pre-mRNA’nin intron ve ekzonlar1 arasmna baglanarak alternatif splicing
mekanizmasinin énlenmesi,

— Tam tersi sekilde, belirli splicing faktorlerini bu bolgeye tasiyarak alternatif splicing
mekanizmasinin aktiflestirilmesi,

— Yapisinda bulundurdugu sa¢ tokasi yapist ile pre-miRNA olusumuna katki
saglamasi,

— Fonksiyonel miRNA’lar i¢in tanima bdlgesi tasiyarak miRNA’lar1 hedefleri olan
mRNA’dan uzaklastirmasi ve gen ifadesinin artmasina katkida bulunmasi,

mRNA’larin 3’-UTR bolgelerine baglanmak icin miRNA’lar ile rekabet ederek mRNA
ifadesinde artisa katkida bulunmasi (13).

15



Epigenetik ve Transkripsiyonel Post-Transkripsiyonel
Siiregler Siiregler

Transkripsiyonel aktivator RNA diizenleyici

AAAAAAAAAAAAA

RNA splicing duzenleyici

ﬁ\) ,_‘ Exon1 Exon2

Pre-miRNA olusturma

Transkripsiyonel baskilayici

‘/5’\‘/ miRNA uzaklastirma 8
e
| \ |_|
s, J miRNA ifadesini baskilama
Qg P

RISC
Transkripsiyonel rehber

Riboniikleoprotein kompleksi igin iskelet

Sekil 2.9. IncRNA'larin hiicrede katildig1 epigenetik, transkripsiyonel ve post-
transkripsiyonel siiregler (Yang, 2014°ten uyarlanmistir) (13).

IncRNA’lar gen ifadesinin diizenlenmesinin neredeyse her basamaginda hem pozitif hem de
negatif etki gdsterebilen 6nemli biyolojik molekiillerdir. Bu nedenle, ifade farklilig1 gosteren
IncRNA’larin hiicrede onkogen veya tiimor baskilayici gibi davrandigi bilinmektedir

(9,17,85).
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2.3. BIYOLOJIK DEVRELER VE KANSERLESME SURECININ
AYDINLATILMASINDA BIiYOLOJiK DEVRELERIN ROLU

Dinamik biyolojik siireclerde genlerin ifadesi pek ¢ok faktor tarafindan kontrol edilmektedir.
Transkripsiyon faktorleri (TF), mikroRNA’lar (miRNA) ve uzun kodlanmayan RNA’lar
(IncRNA) gen ifadesinin diizenlenmesinde ana diizenleyiciler olarak goérev almaktadir.
miRNA ve IncRNA aracili gen ifadesinin diizenlenmesine iliskin sematize edilmis 6rnek

Sekil 2.10.’da verilmistir.
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Olgun RNA’lar e
v
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Sekil 2.10. miRNA ve IncRNA'larin gen ifadesinin diizenlenmesindeki rollerinin sematize
edilmis 6rnek gosterimi (Veneziano, 2019’dan uyarlanmistir).
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Bu diizenleyici molekiillerin ifadelerinde meydana gelen degisimler, diger etkilesimde
bulunduklar1 molekiillerin ifadelerini degistirebilmekte ve bu durum, meme kanseri de dahil
olmak {iizere ¢esitli hastaliklarin gelisimine neden olabilmektedir (11-13,86-89). Ornegin,
transkripsiyon faktorleri meme kanseri hiicrelerinin proliferasyonu, invazyonu ve
migrasyonu gibi siireglerinde kritik roller oynarken (90-92); miRNA’larin ifadesinin normal
dokulara kiyasla timor dokularinda bozuldugu ¢esitli kanserlerde ortaya konmustur (93—
95). Ayrica miRNA’larin hedef genler iizerindeki baskilayici etkilerinin, meme kanseri
hiicrelerinde proliferasyon, invazyon ve metastaz gibi siireclere katkida bulundugu
bilinmektedir (96,97). Bunlara ek olarak, IncRNA’lar hiicresel siireclerde Onemli
diizenleyici roller oynamakta ve transkripsiyon faktorleri, miRNA’lar ve hedef genler ile

etkilesime girerek onkojenik islevler gosterebilmektedir (13,98-100).

Diizenleyici molekiiller arasindaki bu iliski biyolojik devreler (biyolojik diizenleyici
devreler) olarak adlandirilmaktadir ve her molekiiliin birbiri ile arasindaki iliskiyi
(aktivasyon veya baskilama) ortaya koymaktadir. Biyolojik devreler ii¢ veya daha fazla
diizenleyici molekiilden olusabilmektedir. Biyolojik devreler, bu molekiillerin birbirlerini
etkileme sekillerine gore acik devreler veya kapali devreler olarak adlandiriimaktadir (Sekil

2.11) (101-106).

'y 'y N Al oy
\\. // / // \ / / \\
B0 8 o068 68 68 6

Sekil 2.11. Farkli biyolojik devrelerin sematik gosterimi (I, II, III kapali devreleri; IV, V,
VI, VII, VIIL, IX, X acik devreleri gostermektedir).
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Biyolojik devreler, sistem biyolojisi yaklasimi ile bir genin ifadesinin hangi molekiiller
tarafindan nasil degistigini anlamak icin olduk¢a 6nemlidir. Transkripsiyon faktorleri gen
ifadesinin artmasi1 veya azalmasi seklinde transkripsiyonel diizeyde gorev yaparken,
miRNA’lar ifadenin azalmasi yOniinde post-transkripsiyonel seviyede gorev almaktadir.
TF’ler hem mRNA’larin hem de miRNA’larin transkripsiyonundan sorumlu molekiillerdir.
Bunun yant sira, transkripsiyon sonucu olusan miRNA’lar, TF’ler ile mRNA’larin ifadesinin
azalmasma neden olmaktadir (107). Bu ¢er¢eveden bakildiginda, bir TF — mRNA —
miRNA’dan olusan biyolojik devrede;

e TF, bir miRNA’nin ifadesini diizenliyor olabilir,

e miRNA, bir TF’i diizenliyor olabilir,

e TF ve miRNA molekiilleri birlikte hedef genlerin ifadesini diizenliyor olabilir.
Hiicrede pek ¢ok diizenleyici goreve sahip olan IncRNA’larin TF-mRNA-miRNA

diizenleyici devrelerindeki her bir molekiil ile etkilesiminin oldugu bilinmektedir. Bu

durumda, INcRNA’lar ile kurulacak yeni IncRNA-TF-mRNA-miRNA devrelerinde;

e IncRNA, bir TF’in hedef gene baglanmasini arttirtyor veya bir TF’in hedef gene
baglanmasini baskiliyor olabilir,

e IncRNA, tasidig1 pre-miRNA yapisi sayesinde yeni miRNA olusumuna katkida
bulunuyor veya bir miRNA’nin hedef gene baglanmasini baskiliyor olabilir,

e IncRNA, mRNA’ya baglanarak miRNA’larin baglanmasini engelleme yolu ile
genin ifadesini arttirtyor veya splicing faktorlerini hedef gene tasiyarak genin
ifadesini arttirtyor olabilir (Sekil 2.12.).

IncRNA -

A

miRNA  ° TF " mRNA

Sekil 2.12. mMRNA-miRNA-INcCRNA-TF diizenleyici devrelerinin ve devre elemanlarinin
birbirleri ile etkilesimlerinin sematik gosterimi (Oklar pozitif regiilasyonu, kesik uglu oklar
ise negatif reglilasyonu temsil etmektedir).
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Gen ifadesini diizenleyen bu molekiiller arasinda ortaya c¢ikabilecek bir ifade degisimi,
etkilesimdeki diger molekiillerin de ifadelerini degistirerek kanserin de aralarinda
bulundugu cesitli hastaliklarin olusumuna neden olmaktadir (11-13,86-89). Bu nedenle,
molekiiler devrelerin ve aglarin etkilerini anlamak hastaligin mekanizmasini agiklamak ve
hedefe yonelik yeni tedavi stratejilerinin gelistirilmesini saglamak amaciyla oldukca

Onemlidir.
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3. GEREKCE VE AMAC

Gen ifadesi pek cok faktor tarafindan diizenlenmektedir. Diizenleyici molekiillerin
ifadesinde meydana gelen degisimin pek ¢ok hastalik ile yakindan iliskilendirildigi
bilinmektedir. Bu nedenle gen ifadesinin diizenlenmesinde rol oynayan molekiillerin ve bu
molekiillerin birbirleri ile etkilesimlerinin ortaya koyulmast pek cok agidan Onem
tagimaktadir. Dinamik olan bu siirecin, kanser gibi heterojen ve ¢ok faktorlii bir hastaligin
olusumunda ve gelisiminde rol alan molekiiler mekanizmalarin belirlenmesi sistem
biyolojisi yaklasimi ile bir biitiin olarak arastirilmasi gerekmektedir. Bu ¢ercevede, IncRNA-
TF-mRNA-miRNA biyolojik devrelerinin in silico olarak belirlenmesinin ve bu devreler
kullanilarak biyolojik aglarin olusturulmasinin, kanser olusumu ve gelisiminde rol oynayan

molekiiler belirteglerin ortaya konmasina katki saglayacagi diistiniilmektedir.

Sistem biyolojisi yaklagimi ile IncRNA ve miRNA’larin ifadelerinde meydana gelen
degisimin TF’ler ve mRNA’lar iizerinden meme kanseri olusumunda ve gelisiminde
diizenleyici role sahip oldugu, doktora tez ¢alismasinin hipotezini olusturmaktadir. Ayrica
tez calismasi kapsaminda gelistirilecek olan programin, meme kanseri ve normal dokular
arasinda fark gosteren IncRNA-TF-mRNA-miRNA devreleri ile biyolojik aglar
kurgulayarak kanser tan1 ve tedavisinde kullanilabilecek yeni biyobelirtecler dnerebilecegi,

caligmanin bir diger hipotezidir.

Bu kapsamda, meme kanseri ve normal dokularin IncRNA, miRNA ve mRNA ifade profil
verilerini kullanarak meme kanseri olusumu ve gelisiminde rol alan diizenleyici IncRNA-
TF-mRNA-miRNA devrelerini kurgulayacak bir program gelistirmek tez g¢aligmasinin
amacini olusturmaktir. Gelistirilen program, IncRNA ve miRNA’larin ifade degisimlerinin
transkripsiyon faktorleri (TF’ler) ve mikro RNA’lar (mRNA’lar) tizerindeki diizenleyici
rollerini ortaya c¢ikarmayr hedeflemektedir. Bdylece meme kanserinde rol oynayan
molekiillerin sistem biyolojisi yaklagimiyla biitiinciil sekilde ele alinmasi saglanacaktir.
Ayrica programin yalnizca meme kanseri ile sinirli kalmayip farkli kanser gruplarinda da
benzer analizler yapabilecek sekilde tasarlanmasi ve boylece farkli disiplinlerden
arastirmacilarin kullanabilecegi kapsamli bir analiz araci olarak sunulmasi, tez ¢alismasinin

bir diger amacini olusturmaktadir.
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4. MATERYAL VE YONTEM
41. MATERYAL

Invaziv duktal meme kanseri (IDC), meme kanseri alt tipleri i¢erisinde en yaygin goriilen alt
tiptir (27,28). GEO veri tabani kullanilarak yapilan kapsamli arastirmada, yeterli sayida
hasta ve kontrol sayisina ulagsmak ve ¢alismanin belirli bir alt tipe odaklanmasini saglamak
amaciyla, tez ¢alismasinda kullanilacak tiimor ve normal/esli normal dokulart invaziv duktal

meme kanseri hastalarindan se¢ilmistir.

Tez ¢alismasi kapsaminda 179 invaziv duktal meme kanseri hastasindan elde edilen timor
ve 51 normal/esli normal dokularina ait 5 Yeni Nesil Dizileme (NGS) (108-112) ile 490
invaziv duktal meme kanseri hastasindan elde edilen timor ve 122 normal/esli normal
dokusuna ait 8 microarray (mikrodizin) (113-119) calismasi olmak iizere toplamda 13 adet
veri seti kullanilmistir (Cizelge 4.1.). Gene Expression Omnibus (GEO) veri tabani
kullanilarak yapilan kapsamli arastirma sonucunda, IDC hastalarindan taze dondurulmus
primer tiimor ve normal/esli normal dokulara ait mRNA/miRNA/IncRNA ifade verilerine
ulagilmistir. GEO’dan elde edilen NGS ve mikrodizin verileri, analiz i¢in gelistirilmis 6zel
paketler ve kiitiiphaneler kullanilarak Linux/Unix, R Studio ve Python ortamlarinda analiz
edilmistir. Tiimor ve normal dokular arasinda anlamli sekilde ifadesi degisen ve IDC
olusumunda rol oynayan regiilatif devreleri bulmak amaciyla tasarlanacak olan devre analiz
programinin algoritmasi Python 3.12.0 yazilim dili kullanilarak olusturulmustur. Analiz
edilen veriler ile literatiir verilerinin karsilagtirilmas1 amaciyla, program algoritmasina
miRcode (120), DIANA TarBase (121), LncCeRBase (122), LncTarD (Zhao et al., 2023),
miRDB (124), miRTarBase (124-126), TFLink (127), TRRUST (128), RNA Interactome
Database (129), TargetScan (130), TransmiR (131) veri tabanlarindan elde edilen ikili iligki
kiitliphaneleri entegre edilmistir. Literatiir verilerinin program algoritmasi ile uyumlu hale

getirilmesi ve entegrasyon siireci, Python 3.12.0 ortaminda gerceklestirilmistir.
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Cizelge 4.1. Veri setlerinin 6zellikleri.

VERI SETi OZELLIKLERI TOPLAM BIREY SAYISI PLATFORM BILGILERE YAYIN (PMID)
ALISMA. DENEY
¢ V(s) GEOID invaziv duktal Normal TURU
: Ornek Sayist Molekiiler Alt Tip Veri Seti ovazly duktal - eme Platform Adi Platform ID
Karsinom
dokusu
1 GSE40049 [nvaziv dukial karsinom (24) TNBC miRNA 1 sl AB SOLID 4 System (Homo sapiens) GPLI13393 25888056
Esli normal meme dokusu (14) miRNA miRNA @
3 -
5 GsEsotsy 1vaziv duktal karsinom (5) TNBC, luminal RNA g Ulumina Genome Analyzer (Homo sapicns) GPL90S2
Esli normal meme dokusu (5) 25 21 E Illumina Genome Analyzer II (Homo sapiens) GPL9115
3 GSE29173+ 1OVvaziy meme karsinom (125) TNBC, HER2+ miRNA IncRNA IncRNA 2 Illumina Genome Analyzer ITx (Homo sapiens) GPL10999 21586611
Normal meme dokusu (11) 5
j Goprigsy 1oy duktal karsinom (15) TNBC, HER2+, luminal eanske 25 21 = oo G nalyzor 1 i , arLons 28738804, 30764831, 30999914
ranskriptom o umina Genome Analyzer [0mo sapiens;
Esli normal ve saiglikhi normal meme dokusu (18) MRNA mRNA z 31305854, 31801944
]
Invaziv duktal karsinom (10) Luminal 25 21 =
5 GSE110114 Transkriptom Tlumina HiSeq 2500 (Homo sapiens) GPL16791 30510573
Esli normal meme dokusu (3) TF TF
6 GSE6Desy [MvaZiY dukial karsinom (2) TNBC IncRNA. Agilent-045997 Arraystar human IncRNA microarray V3 (Probe Name Version) GPL16956 25416949
Esli normal meme dokusu (2)
7 GSES0266 V22V duktal karsinom (5) TNBC, HER2+, luminal IncRNA. Arraystar Human LncRNA microarray V2.0 (Agilent-033010 Probe Name version) GPLIS314 21228351
Esli normal meme dokusu (5) 3405702
8 GSE113851 [nvaziv dukial karsinom (44) ERPR + IneRNA. 434 119 Invitrogen NCode Human Non-coding RNA Microarray (NCRAH-02) GPL16847 29765154
Normal meme dokusu(13) mRNA ) )
[ duktal k 165 TNBC miRNA miRNA
26813360, 34615706
9 GSE7s2s50 [vaziv dukial karsinom (165) mRNA, IncRNA, miRNA, TF [HTA-2_0] Affymetrix Human Transcriptome Array 2.0 [transcript (gene) version] GPL17586
Esli normal meme dokusu (33) 470 79 26921339
10 GSEasgpy [Bvaziv dukialkarsinom (130) TNBC, HER2, luminal - pVA IncRNA, mRNA, TF IncRNA IncRNA [HG-U133_Plus 2] Affymetrix Human Genome U133 Plus 2.0 Array GPL570 27006338
Normal meme dokusu (11) g
+ -
11 GSE73s4p [nvaziv dukal karsinom (27) ER, HER2 mRNA, IncRNA, miRNA, TF 463 72 2 [HTA-2_0] Affymetrix Human Transcriptome Array 2.0 [transcript (gene) version] GPL17586 27233495
Normal meme dokusu (3) =
I dukial ki 28 HER2+, luminal mRNA mRNA =
12 GsElo7gy [Bvaziv duktal karsinom (28) » amina! mRNA, IncRNA, miRNA, TF [HG-U133A_2] Affymetrix Human Genome U133A 2.0 Array GPLSTL 837319
Normal meme dokusu (5) a9 .
13 GSE22544 [vaziv dukial karsinom (13) x mRNA, IncRNA, miRNA, TF TF TF [HG-U133_Plus 2] Affymetrix Human Genome U133 Plus 2.0 Array GPL570 20799942
Normal meme dokusu (4)
14 GSE59246++ 1nVaziv duktal karsinom (56) TNBC, HER2+, luminal mRNA, lncRNA, TF Agilent-028004 SurePrint G3 Human GE 8x60K Microarray (Feature Number version) GPLI13607 27396337
Normal meme dokusu (3)
™
15 GEsg247+x Invaziv duktal karsinom (15) TNBC, HER2Y, luminal miRNA Agilent-031181 Unrestricted_Human miRNA_V16.0_ Microarray 030840 (miRBasc release 14.0 miRNA ID version) GPLI5019 27396337
ormal meme dokusu (4)
16 GSE40525 [nvaziv duktal karsinom (56) TNBC, HER2+, luminal miRNA Agilent-019118 Human miRNA Microarray 2.0 G4470B (miRNA ID version) GPL8227 23125021

Esli normal meme dokusu (59)

* Ayni galismanin hem array hem de NGS verisi oldugunu géstermektedir.

** Ayni galismanin hem mANA hem de miRNA verrisi oldugunu géstermektedir.
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4.2. YONTEM

Tez ¢alismasi kapsaminda kullanilacak IDC ve normal/esli normal dokular ile yapilan NGS

ve mikrodizin ¢alismalarinin se¢imine, segilen veri setlerinin analizine, tiimor ve normal

dokular arasinda anlamli sekilde ifadesi degisen mRNA-mIiRNA-INCRNA-TF diizenleyici

molekiillerinin belirlenmesine yonelik yontem basamaklar1 detayli sekilde belirtilmis ve is

akis semast Sekil 4.1.°de verilmistir. Ayrica diizenleyici molekiillerin birbirleri ile olan

regiilatif iliskilerini ortaya koyan devre analiz programinin algoritmasi ve bu programin

gelistirilme siireci kapsamli sekilde ele alinmistir.

is Akig Semasi

|

Veri Setlerinin Belirlenmesi

Verilerin indirilmesi ve On
isleme

Mikrodizin Verilerinin Yeni Nesil Dizileme
Analizi Verilerinin Analizi

Diferansiyel Gen ifade Analizi

Mikrodizin NGS
DEG Listeleri DEG Listeleri

\ /

/ AN
N e

Ortak Devrelerin ve
Yolaklarin Belirlenmesi

2 - . Devrelerin Olusturulmasi
( miRcuit ) GSEA Zenginlestirme Analizi

Mikrodizin Verilerinden Elde Edilen NGS Verilerinden Elde Edilen
Diizenleyici Devreler Diizenleyici Devreler

Sonuglarin Degerlendirilmesi

Sekil 4.1. Verilerin elde edilmesinden regiilatif devrelerin olusturulmasina kadar izlenen

basamaklar1 gosteren is akis semas.
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4.2.1. VERI SETLERININ OLUSTURULMASI

Gelistirilmekte olan devre analiz programi, arastirmacilarin ¢alisma konusunu olusturan
spesifik iki durum arasinda (tlimor/normal, ilag uygulamasi var/yok vb.) anlaml sekilde
ifadesi degisen regiilatif molekiiller kullanarak diizenleyici biyolojik devreler tasarlamay1
amaglamaktadir. S6z konusu program, c¢alisilan konu {izerine elde edilmis miRNA, mRNA,
IncRNA ve TF ifade verilerini iceren veri dosyalarinin sisteme yiiklenmesi ile programin

kullanicilara agik ve/veya kapali devreler kurgulamasi iizerine tasarlanmaktadir.

Bu amagla, Gene Expression Omnibus (GEO) veri tabani {izerinden uygun arama kriterleri
uygulanarak tez ¢aligmasinin konusu olan invaziv duktal meme kanseri ve normal/esli
normal dokular ile yapilan yeni nesil dizileme (NGS) ve mikrodizin verilerine ulagilmigtir.
Calismanin kapsamina uygun veri setlerinin belirlenmesi icin izlenen yol asagida

belirtilmistir:

1. GEO veri tabaninda “breast cancer non coding RNA”, “breast cancer
transcriptome” Ve “breast cancer RNA seq” anahtar kelimeleri kullanilarak meme
kanseri ile ilgili giinlimiize kadar yapilmis tim NGS ve mikrodizin ¢alismalari

taranmastir.

2. Taranan caligmalar igerisinden invaziv duktal meme kanseri hastalara ait taze
dondurulmus primer tiimér dokular1 ve bu hastalarin esli normal veya saglikli normal

meme dokularini birlikte i¢eren ¢aligmalar se¢ilmistir.

3. Tim c¢alismalar mRNA, miRNA ve IncRNA ifade verilerinden en az birini

icermektedir.

4. Veri setlerinin olusturulmas: sirasinda hastalarin molekiiler alt tipleri arasindaki
farklar gozetilmemistir; ancak analizler sonucunda gerektigi takdirde daha spesifik

aragtirmalar yapabilmek adina kayitlar1 tutulmustur.

Taramalar sonucunda 2 tanesi miRNA-mikrodizin (GSE59247 (118), GSE40525 (119), 6
tanesi transkriptom mikrodizin (GSE76250 (116), GSE45827 (115), GSE73540 (114),
GSE10797 (113), GSE22544 (117), GSE59246 (118) olmak iizere toplamda 8 adet
mikrodizin ¢aligmasi ile 3 tanesi yalnizca miRNA (GSE40049 (108), GSE39162 (109),
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GSE29173 (110) verisini, 2 tanesi mRNA, miRNA ve IncRNA (GSE71651 (111),
GSE110114 (112) verisini igeren toplamda 5 adet RNA-Seq ¢alismasi veri setine dahil
edilmistir. Veri setlerinin Ozelliklerini, toplam birey sayisini, platform bilgilerini ve

yayinlarini gosteren ayrintili tablo Cizelge 4.1.’de verilmistir.
4.2.2. VERI SETLERININ ANALIZi

Tez ¢alismasinda kullanilan IDC ve normal dokulara ait ifade verileri, mikrodizin ve Yeni
Nesil Dizileme (NGS) teknolojileri kullanilarak gergeklestirilen calismalardan elde
edilmistir. 1ki farkl1 teknolojiden gelen verilerin analizi farkli yontemlerle gerceklestirilmis

olup analiz basamaklar1 agagida basliklar halinde sunulmustur.

4.2.2.1. Mikrodizin Verilerinin Analizi

Tez calismasina dahil edilen IDC ve normal/esli normal dokularin ifade verilerini i¢eren
toplamda 8 adet mikrodizin ¢alismasi bulunmaktadir. Bu ¢aligmalar Affymetrix ve Agilent
mikrodizin ¢ipleri ile yapilmis olup veri indirme ve 6n isleme basamaklar1 platforma gore

farklilik gostermistir.
o Verilerin Indirilmesi ve On Isleme

Mikrodizin verilerinin indirilmesi R Studio’da BiocManager paket yoneticisi altinda
bulunan “GEOquery” paketi ile gergeklestirilmistir (132). Affymetrix platformuna ait
veriler (GSE76250, GSE45827, GSE73540, GSE10797, GSE22544) .CEL dosya formatinda
indirilmis ve “affy” (133) ve “oligo” (134)paketleri ile okunmustur. Verilerin
normalizasyonu i¢in Robust Multi-array Average (RMA) normalizasyon yoOntemi
kullanilmistir. Bu yontem arka plan diizeltmesini, quantile normalizasyonu ve prob setin
Ozetlenmesi basamaklarini igermektedir (135). Affymetrix mikrodizin veri setlerinden 6rnek
olarak se¢ilen GSE73540 veri setine ait verilerin normalizasyon oncesi ve sonrasi bar
grafikleri Sekil 4.2.°de verilmistir (Diger veri setlerine ait tiim normalizasyon Oncesi ve

sonrast bar grafikleri EK 1’de sunulmustur).
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Sekil 4.2. GSE73540 veri setine ait verilerin RMA normalizasyon 6ncesi (a) ve sonrasi (b)

bar grafikleri.

Farkli teknoloji ile gelistirilmis Agilent platformuna ait veriler (GSE59246, GSE59247,

GSE40525) .txt dosya formatinda indirilmis ve herhangi bir ara islem basamagina tabi

tutulmamustir. “limma” paketi (136) kullanilarak verilere ilk olarak “normexp” yontemi ile

arka plan diizeltmesi yapilip ardindan “quantile” normalizasyon yontemi uygulanmigtir.

Agilent mikrodizin veri setlerinden 6rnek olarak secilen GSE59247 veri setine ait verilerin

normalizasyon dncesi ve sonrasi bar grafikleri Sekil 4.3.’te verilmistir (Diger veri setlerine

ait tiim normalizasyon Oncesi ve sonrasi bar grafikleri EK-1’de sunulmustur).

(b)

10
]
10

(a)

LapIa3ap apey]

I

Diferansiyel Gen Ifade Analizleri

Sekil 4.3. GSE59247 veri setine ait verilerin quantile normalizasyon Oncesi (a) ve sonrasi
[ ]

(b) bar grafikleri.

Invaziv duktal meme kanseri dokusu ile normal doku arasindaki genlerin ifade degisimlerini
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kullanilarak diferansiyel gen ifade analizleri gergeklestirilmistir. Normalize verilere ImFit
fonksiyonu uygulanarak verideki her grup (IDC/normal) i¢in genlerin ifade seviyeleri
belirlenmistir ve makeContrasts fonksiyonu ile karsilastirma matrisleri olusturulmustur.
eBayes fonksiyonu ile empirical Bayes diizeltmesi uygulanarak istatistiksel gii¢ arttirilmis
ve yanlis pozitif degerler azaltilarak diferansiyel ifade istatistikleri ve p degerleri
hesaplanmistir. Sonug olarak normalden dokulara kiyasla tiimor dokularda ifadesi anlaml

olarak degisen genler elde edilmistir.

Analiz sonucu elde edilen tablolarda, her bir gen i¢in mikrodizinlerin prob ID’leri yer
almaktadir. Prob ID’lerin anotosyan islemi, her bir GSE kodlu ¢alismanin kendi sayfasindaki
anotasyon dosyasi kullanilarak Python 3.12°de gerceklestirilmistir. Ornek olarak segilen
GSE73540 ve GSE59247 veri setlerinin diferansiyel gen ifade analizlerine ait ekran

goriintiileri Sekil 4.4. ve (137-141).’te verilmistir.

prob_ID logFC AveEXpr T P.Value adj.P.val B GeneSymbol
TC09001920.hg.1  -1.88040087829967  2.36743615301551 -14.1854636410965 6.814852099030791e-15 2,29253159064308e-10 22.2659770356448 -
TCOX000943.hg.1 -1.62485586220697 2.59100866179674 -13.8991910590177 1.16517068976294e-14 2.29253159064308e-10 21.8311238144926 DMD
TCOX002026.hg.1  -2.82883565693606  2.9406032675566 -13.2346322755416 4.178716760137031e-14 5.48122277427174e-10 20.7831827473321  DMD
TC09000274.hg.1  -1.46280130783049  2.3375754953249 -13.0440359544352 6.0788246568963¢-14  5.980105726838161e-10 20.4724075864013  CNTNAP3B
TCOB003501.hg.1  -2.08827726623405  3.15350833852606 -12.7174587069354 1.16506495675896e-13  8.03084198317486e-10 10.9289892330533 -
TCO9002584.hg.1  -2.10711302836480  2.50742886045636 -12.6031346850211 1.22449370788669e-13  8.03084198317486e-10 10.8879551073378 -
TCO0X002025.hg.1 -2.6458282567683 2.84994718489327 -11.6940364588937 9.70009226664786e-13 5.227449260836481e-09 18.1332622908346 DMD
TC06003110.hg.1  -2.48712819084283  2.18769007960609 -11.6512147484116 1.06273269006358e-12  5.227449260836481e-09 18.0549506081915  SAMDS
TC03001145.hg.1  -1.39218832647830  4.95501858578091 -11.0370549029702 4.0320436184385296e-12 1.76333738143527¢-08 16.9029188079346  OXTR
TC09001921.hg.1  -1.01695320731725  2.2221600117243 -10.9738172045325 4.6387103737742e-12  1.82537891018388¢-08 16.7811749563781 -
TC09002504.hg.1  -1.22580298849235  2.96732092281875 -9.80365041261351 6.7702708454611e-11  2.42197207308854e-07 14.4199184367075 -
TC09001960.hg.1 -1.0372957967776 3.1342079132597 -9.63448327087483 1.01217357867664e-10 3.31917020787538e-07 14.0612249218783 ---
TC09000253.hg.1  -0.643884979474552  2.75999207519257 -0.50002268092411 1.12570923076978e-10  3.40752184154011e-07 13.9662169224287  CNTNAP3B
TC09001937.hg.1  -0.747015129561574 3.6812290951978 -0.01011570899191 4.6129197834076006e-10 1.2065920028348e-06  12.6088791976563 -
TC15000953.hg.1  -2.08735800741589  5.34661159233287 -8.807250416578  6.101377679931171e-10 1.60063542055314e-06 12.4461466998739  SYNM
TCO8001407.hg.1  -0.776289534543907 2.39502247862376 -8.85635357423278 6.75484787978615e-10  1.66131261823416e-06 12.3540814780542  CBorfs8
TC21000892.hg.1  -2.80650581660429  3.07360148794887 -8.79291233660346 7.91316713619994e-10  1.83171199986238e-06 12.210753052613  ADAMTSS
TC09001097.hg.1  -0.835205847677174 3.40245373635184 -8.60287822286789 1.01670895611536e-00  2.21547421623684e-06 11.983480676591  CNTNAP3P2
TC21000040.hg.1  -0.766367696932727 2.4638765066131 -8.67266044760128 1.069706236398066-09  2.21547421623684-06 11.9373702953021  LINCO0478
TCOX002024.hg.l  -1.41393201777378  3.51547640299151 -8.64947686216157 1.13396112275459e-09  2.2311252070758¢-06  11,.8844080594492  DMD
TC20001641.hg.1 -2.52801214745005 2.89164763411985 -8.51346101061002 1.59897387539689¢e-09 2.99624861765443e-06 11.5720207513688 -
TCOX000868.ng.1  -0.71950374241586  3.02283756439454 -8.45080308858651 1.8747494240291303e-00 3.35333021001755¢-06 11.427163533677  GPM6B
TC09001092.hg.1  -0.482783767979176 3.11962478068792 -8.12520408508565 4.32080276702341e-00  7.39267179457122e-06 10.6648204505965  CNTNAP3
TCO9002408.hg.1  -1.93677051627364  2.7131562883226 -8.01736179066012 5.71446787546818156-00 9.36058430031452¢-06 10.4088192823067 -
TCO7001192.hg.1  -1.96352225411801  3.67337266996316 -7.9702366694136 6.45990704654724-09  1.01681520875472¢-05 10.296411033853  FAMIL26A
TC05000601.hg.1 -0.721992849019505 3.30256926545025 -7.94773164223266 6.850135672932941e-09 1.0367680340984e-05 10.2426141573339 GRAMD3
TCO7001221.hg.1  -0.843008270625681 3.88920051888773 -7.87981752741145 B.17967352862513e-00  1.1921419741664e-05  10.0798199490715  HOXAS
TCOX000544.hg.l  -1.51888609180553  2.37006935388442 -7.78013745258626 1.03749048872314e-08  1.45808172220516e-05 0.8614081117033 -
TCO7001811.hg.1  -0.654957475806868 2.57464365932878 -7.76861728078706 1.00498807587627¢-08  1.48120489195287e-05 0.81181843341096  AASS
TC17001137.hg.1  -0.650673796003713 2.77825242048199 -7.75689000961361 1.12929396352281e-08  1.48120489195287e-05 9.78345073003894  TMEM220
TC15001679.hg.1 -1.60053656311362 2.26269579197708 -7.73693746538842 1.19019527101259e-08 1.51081851966505e-05 9.73514118786865 ---
TCO4002187.hg.1  -1.99758461954775  4.51132893520586 -7.68303129108172 1.37199687414974e-08  1.68717028108332e-05 9.60433786279565  FGF2
TC16000476.hg.1  -1.35028162000197  5.82049767313841 -7.6628839540087 1.44699079778819e-08  1.72547075405342¢-05 9.55534419286573  MT1X
TC11001552.hg.1  -0.922551956897461 3.03171020517236 -7.52253730697347 2.00921472401387¢-08  2.42959407660793¢-05 9.21246722489961  PAMRL
TC13000763.hg.1  -1.17358860184738  4,1873930892117 -7.49505154830547 2.25851245094898¢-08  253927782318435e-05 9.14499578064758  SPRY2
TC09000323.hg.1 -1.2546837893871 3.10651694428895 -7.4253406267824 2.71995242522002e-08 2.88674289019776e-05 8.97340445154565 MAMDC2
TC19000202.hg.1  -1.78210398804626  5.2810765917626 -7.4217950081336 2.7458348990537e-08  2.88674280019776e-05 8.96465024157565  CNN1
TC21000346.hg.1  -1.56161108735154  3.73987031775302 -7.41613993801012 2.78763512560074e-08  2.88674289019776e-05 8.95070756018701  ADAMTSS
TC17000693.hg.1  -0.766003706762508 3.8523038282584 -7.35210598495025 3.30861347648928¢-08  3.33830099777769e-05 8.79242615835099  HLF
TC15002015.hg.1  -0.988300757417988 4.33808087383802 -7.20578410382804 3.84825327731753¢-08  3.78581536789305e-05 8.65275181800466 -
TC03002373.hg.1  -0.887932171542819 2.50726658318936 -7.27145266922998 4.10827436851154e-08  3.93823436846586e-05 8.50228084647272  ADAMTSS-AS2

Sekil 4.4. GSE73540 veri setinin diferansiyel gen ifade analizi.
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ID

hsa-miR-517c
hsa-miR-1254
hsa-miR-519b-3p
hsa-miR-520c-3p
hsa-miR-383
hsa-miR-488
hsa-miR-517b
hsa-miR-520e
hsa-miR-190
hsa-miR-517a
hsa-miR-501-3p
hsa-miR-335*
hsa-miR-520h
hsa-miR-1280
hsa-miR-720
hsa-miR-4286
hsa-miR-323-3p
hsa-miR-4291
hsa-miR-411*
hsa-miR-33b*
hsa-miR-766
hsa-miR-210
hsa-miR-3200-5p
hsa-miR-335
hsa-miR-525-5p
hsa-miR-3925-5p
hsa-miR-1281
hsa-miR-371-3p
hsa-miR-3188
hsa-miR-21*
hsa-miR-1295
hsa-miR-4313
hsa-miR-4323
hsa-miR-329
hsa-miR-337-3p
hsa-miR-425*
hsa-miR-1825

hsa-miR-129-5p

logFC
-2.28529887631579
-7.12590690263158
-1.99207761710526
-2.0790290881579
-3.75829353307018
-3.63847119473684
-6.38215510824561
-3.40485369473684
-2.55490888289474
-6.45038961701754
2.79557402482456
-6.80674843324561
-1.57303739605263
2479515631
2.82790810385965
3.38811845986842
-5.98758579614035
1.7321487291579
-1.0584864
2.87647810263158
2.06637240438597
3.49132117465965
-3.8297840495614
-3.23774897302632
-1.65407535561404
-4.61263070973684
2.25100549263158
-1.51075909342105
1.68846234087719
3.65051622456491
-4.01190571473684
2.78055709350877
2.80208385631579
-3.92678614552631
-5.79156977964912
2.44962398754386
2.20549890122807

hsa-miR-509-3-5p -3.1772817722807

-1.65829302964912

AveExpr
0.481117174058297
1.50019254801952
0.419386382645555
0.437691955498741
0.820179067410098
0.765995556883782
1.49009802779791
0.716812925304835
0.537877175443339
1.59506965245165
6.63552151311647
2.01994673306107
0.331167388739738
11.0891349429918
17.0457166505126
14.0384352811774
1.84068365577575
8.57547576785331
0.222840863254973
5.75755834164833
7.01749742724389
9.75247326693364
1.18268359649597
8.77951178915525
0.473216395664945
1.32129206214694
6.85768858375359
0.31805616713309
8.38563039815802
10.2970547681746
1.29788693056799
7.77664740286716
5.14771345771481
1.27659941283946
2.0692593740583
6.3594335507896
6.68458875632976
1.09244012724389
0.530609479321455

t P.Value

ad).P.Val B

-926.01408290743%4.5417449956294695e-4»6.21310715402112e-39 82.9925637429461

-757.89046815783% 1.45452892518234e-40

9.94897784824721e-38 80.8855588928696

-92.164072183668% 9.736481314408621e-25 4.43983547937033e-22 46.5903473969836

-81.185690844166>8.6973367650781e-24
-57.088823087951¢% 3.76659944202666e-21
-32.61526869197255.54826448787585e-17
-22.169056325102¢% 3.7982612300633e-14
-19.60187476728352.95631362392922e-13

2.9744891736567102e-2» 44,2925580832933
1.03054160733849e-18 37.9040169467582
1.26500430323569e-14 27.7779329531609
7.42288766103799e-12 20.8860411963372
5.0552962969189694e-1» 18.7209600380686

-15.138493679084+2.0415821813390297e-1+3.1032049156353304e-0v 14.256300038532

-13.870936781949%8.309487931305139%e-11 1.03339813545686e-08
10.7723428305726 4.2744408301034805e-0»4.87286254631797e-07
-10.3908854482146 7.368462846470431e-09 7.75389013382426e-07

-9.4926448391757»2.82148806388848e-08
9.47294692441901 2.9086874157685e-08

8.93382346565479 6.80852663487272e-08
8.601810032032  1.00862307198111e-07
-8.07708628438246 2.82757616168884e-07
7.97912480457951 3.34722287570703e-07
-7.876332878222064.00082496453153e-07
7.51976114902949 7.50825573142358e-07
7.44986113450376 8.51122620826019e-07
7.29911197701844 1.11788320961129%¢e-06
-7.2767260802575% 1.16437388837991e-06
-6.7684148013581%2.99124885541242e-06
-6.55740424682334.47134124342837e-06
-6.5331112465420%4.68496326516671e-06
6.45741524754322 5.42106729805586e-06
-6.391227258618466.16281316473906e-06
6.32514216453202 7.00879358535808e-06
6.32368990213963 7.02868041681773e-06
-6.1873584885268% 9.18201957033229e-06
5.87501876048546 1.70959366382765e-05
5.85907294880055 1.7653217960321e-05

-5.8399624994023¢% 1.83458763463011e-05
-5.6225927197801% 2.85156750873835e-05
5.5250224701768 3.48256813314527e-05
5.39238547980197 4.57852274479727e-05
-5.3760459944589% 4.73616331587756e-05
-5.31483592632796 5.37800100524862e-05

12.7781301847688
8.63551362566506

8.06407987797756
2.65272292318088e-06 6.65662553679094
2.65272292318088e-06 6.62474512969773
5.82129027281617e-06 5.73448358761304
8.11644919100097e-06 5.32347180739059
2.14895788288351e-05 4.24663119164117
2.41000047050906e-05 4.07057808064309
2.73656427573957e-05 3.88450808658075
4.89109230504165e-05 3.22836580074499
5.29243520586361e-05 3.09778218440293
6.63693116376549e-05 2.81396540613798
6.63693116376549e-05 2.77156322141634
0.0001636811373681 1.79092902546971
0.0002352613392696 1.37387843502822
0.0002373714721017 1.32549339868928
0.0002648578594193 1.17423966712346
0.0002907147727366 1.0413820966749
0.0003101688648453 0.908174016001718
0.0003101688648453 0.905240462058787
0.0003925313366317 0.628670753845201
0.0006878600388577 -0.013583776899432!
0.0006899886334205 -0.046686135492480!
0.0006971433011594 -0.0863972075695134
0.0010543092843119 -0.541027189196974
0.0012215777451648 -0.746798210022108
0.0015276631987518 -1.02813102595178
0.0015426360514572 -1.06291229788787
0.0017109547384139 -1.19344236329677

Sekil 4.5. GSES9247 veri setinin diferansiyel gen ifade analizi.

Elde edilen listelerde pozitif logFC (logFoldChange) degerleri, normal dokuya gore timor

dokusunda ifadesi artan genleri; negatif degerler ise ifadesi azalan genleri gostermektedir.

o Devre Analiz Programi icin Verilerin Hazirlanmasi

Tez ¢alismasinda kullanilan mikrodizin veri setleri, miRNA ve transkriptom mikrodizinleri

olmak iizere iki cesittir. miRNA mikrodizin caligsmalar1 yalnizca miRNA ifade verisi

igerirken transkriptom calismalart mRNA, miRNA, IncRNA ve TF verilerini birlikte

icermektedir. Mikrodizin ¢alismalarinin analizi sonucunda her bir diizenleyici molekiil

tiiriine ait ayr1 bir dosya olusturabilmek amaciyla, devre analiz programinda kullanilmak

tizere olusturulmus kiitiiphanelerden elde edilen mRNA, miRNA, IncRNA ve TF listeleri,

olusturulan gen listeleri ile kesistirilmis ve tiim veri setleri i¢in diizenleyici molekiillere ait

ayr1 dosyalar olusturulmustur. Sonug olarak her bir diizenleyici molekiil tiiriine ait listeler

birlestirilmis ve tim mikrodizin g¢alismalarindan elde edilen tek bir mRNA, miRNA,

IncRNA ve TF listesi elde edilmistir. Son asamada miRNA’lar i¢in isimlendirme problemini

ortadan kaldirmak adina miRNA’larin isminden “hsa” eki kaldirilmis ve devre analiz

programinda uyumsuzluk yasanmamasi amaciyla tiim isimler “miR” eki ile baslayan tek bir

isimlendirme sistemine uygun hale getirilmistir.
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4.2.2.2. Yeni Nesil Dizileme Verilerinin Analizi

Tez galigmasina dahil edilen IDC ve normal/esli normal dokulari igeren toplamda 5 adet
RNA-Seq calismasinin bir tanesi AB SOLID Sistem platformuna ait olup diger ¢alismalar
[llumina platformlarina aittir. RNA-Seq calismalar1 igerisinden yalnizca miRNA verisini
iceren c¢alismalarin  (GSE29173, GSE39162, GSE40049) analizleri, transkriptom
caligmalarinin (GSE71651, GSE110114) analizlerine gore farklilik gostermistir.

o Verilerin Indirilmesi ve On Isleme

Transkriptom verilerinin indirilmesinden diferansiyel ifade analizine kadar olan tiim islem
basamaklar1 Ubuntu isletim sisteminde, komut satir1 tizerinden galistirilan biyoinformatik
araglar kullanilarak gerceklestirilmistir. Veri setlerinde bulunan hastalarin SRR kodlu ham
transkriptom verileri, National Library of Medicine (NCBI) web sitesindeki Sequence Read
Archive (SRA) ara yliziinde bulunmaktadir. Her bir hastaya ait ham veriler, komut satir1
tizerinden sra-tools paketinde yer alan fasterg-dump (versiyon 2.11.3) araci ile SRA veri
tabanina baglanilarak indirilmistir (142). Cift yonlii okumaya sahip transkriptom verileri
fastq’ya cevrilmis ve dizileme verilerinin kalite kontrolleri FastQC araci (versiyon 0.11.9)
ile gerceklestirilmistir (143). Ornek olarak segilen GSE71651 kodlu ¢alismanin
SRR2148235 kodlu hastasinin fastqc sonuglart Sekil 4.6°da gosterilmistir.
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(a)

Basic Statistics

Filename
File type
Encoding

Total Sequences

Sequence length

%GC

(b)
@ Basic Statistics

Filename
File type

Encoding

Sequences flagged as

poor

quality

SRR2148235_1.fastg
Conventional base calls
Sanger / Illumina 1.9
59489610

0

124

54

Measure Value

SRR2148235_2.fastqg
Conventional base calls

Sanger / Illumina 1.9

@Per base sequence quality

TR

aPer base sequence quality

lumina 1.9 encod

S AAs T T aash

i

Total Sequences 59489610
Sequences flagged as poor quality 0
Sequence length 124

*GC 54

Sekil 4.6. GSE71651 kodlu calismanin SRR2148235 kodlu hastasinin ileri (a) ve geri (b)
yonlii okumalarinin kalite kontrol istatistikleri ve grafikleri.

Olusturulan fastq dosyalari, RNA verilerinin hizalanmasinda splice bdlgelerine karsi
hasasiyeti gii¢lii, hizli islem yapabilen ve diisiik bellek tiiketimine sahip hisat2 araci
(versiyon 2.2.1) ile NCBI’dan indirilen en gilincel insan referans genomu olan
GRCh38.p14°e hizalanmstir (144). Hizalama islemi sonrasinda elde edilen SAM dosyalari,
samtools araci (versiyon 1.13) kullanilarak BAM dosyalarina ¢evrilmis, siralanmig ve
indekslenmistir (145). Elde edilen BAM dosyalarinin okuma sayilari, subread paketindeki
featureCounts araci (versiyon 2.0.3) ile GENCODE’tan indirilen “Comprehensive gene
annotation ALL gtf” (versiyon 46) anotasyon dosyasi kullanilarak elde edilmistir (146). Her
birey i¢in elde edilen feature count matrix dosyasi, gen ID’leri ve bu gen ID’lere karsilik
gelen okuma sayilarini igeren .csv uzantili dosyalardir. Veri setlerindeki tiim orneklere ait
okuma sayilari, gen ID’ler referans alinarak birlestirilmis ve her veri seti i¢in diferansiyel
ifade analizi gerceklestirmek iizere hazirlanmis bir count matrix dosyasi olusturulmustur.
Ornek olarak segilen GSE71651 kodlu calismaya ait feature count matrix dosyasinin ekran

gorintiisi Sekil 4.7.de verilmistir.
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Geneid SRR2148735 SRAZIABZSG SRR148Z31 SRR2148238 SHRZ148230 SRRZ146240 SRRZ14B241 SRRZ14B242 SRRZ148243 SRAZ1AB244 SRRZ1AB245 SRR2148246 SRRZIAHZ4] SRRAZ146248 SRRZ146240 SRR2146750 SRIRZ148251 SRRZ148252 SRWZ14253 SRF2148254 SRRZ14BZ55
ENSG00000223972 o 6 ) a 2 o [} 0 1 5 [ [ 3 o o [} 4 [ 2 [ 0|
ENSG00000227232 127 73 62 E as 106 58 9 128 107 106 % 220 218 18 94 109 120 86 215 62
ENSGO0000278267 W0 2 3 8 2 16 7 22 13 7 26 28 15 5 [ 15 6 16 12 a9 1
ENSG00000243485 [ 0 0 0 0 [ 0 0 o 0 0 [ 0 o o 0 0 0 [ [ o
ENSG00000274: o 0 0 0 0 o 0 0 0 0 0 [ 0 ) o 0 0 0 0 [ o
ENSGO0000237613 o 0 0 0 0 o 0 0 0 0 0 0 0 ) o 0 0 0 0 o 0|
ENSG000002 o [ 0 0 0 o o 0 0 o 0 [ o o o o 0 0 0 o o|
ENSG00000240361 o 0 0 0 0 2 o 0 0 o 0 [ 0 o o 0 0 0 0 2 o|
ENSG00000185082 o [ 0 [ [ o o 0 o o ] [ [ ) o 0 0 0 0 o 0|
ENSG000002 3 0 0 0 4 2 o | 2 [ 0 0 3 [ o 0 0 5 2 5 2
ENSG00000239%45 o 0 0 0 0 o o 0 0 [ [ [ [ [ o 0 0 0 [ o 0|
ENSG00000233750 4 9 0 [ @ 5 4 7 6 2 4 1 3 2 8 0 1 0 16 4
ENSG00000268903 13 16 2 16 S E 1 0 a1 13 7 a7 1 2 1 18 2 6 [ 2 6|
NSG00000260081 7 5 7 10 2 2 2 3 2 4 3 3 ) 2 8 2 2 1 ] [
ENSG00000230006 1% 1 1 7 5 & 3 4 3 5 4 3 2 1 1 5 0 0 0 S 2
ENSG00000211860 a E 16 11 2 6 10 7 2 1 6 8 1 & 10 15 7 6 5 4 12
ENSG00000222623 o 1 o 1 0 o o 1 o 1 0 [ 0 ) o o o 0 0 1 of
ENSG00000241599 o 0 0 0 0 o o 0 o [ 0 0 0 ) o 0 0 0 0 a 0|
ENSG00000279928 3 0 0 0 2 ] 0 0 o 1 6 [ 0 1 o 5 0 s 0 2 2
ENSGO0000279457 556 594 231 269 263 201 w0 249 96 ar 812 253 357 33 208 as8 2% 331 ass 649 187
ENSGO0000273874 0 ) [ [ ] 0 0 [ [ [ [ 0 ) [ 0 o [ [ [ o
ENSGO0000275135 o 0 0 0 0 o 0 0 o o 0 [ 0 o o 0 o 0 0 o 0|
ENSGO0000228463 2 13 1 1 22 s9 15 1u 12 2 21 20 3 15 2 15 13 15 6 10 30|
ENSG00000221670 o o 0 [ o o [ 0 o o [ [ o o [ o o [ 0 o o
ENSGO0000236670 % 4 4 17 15 & 2 2 6 7 s 2 1 4 o 4 5 1 s 8 12
ENSG00000236743 o [ 0 [ [ o o 1 0 1 4 0 o o 1 6 2 0 1 1 o|
ENSG00000236601 0 0 0 0 o o ) 0 o 0 0 0 o o 5 0 2 [ [ ol
ENSG00000237084 1 u 12 1 10 16 10 18 13 17 z 10 23 ) [ 52 6 £ 0 9 12
ENSGO0000269732 o 0 0 [ [ [} [ 0 0 [ [ [} [ [ o 0 0 [ 0 o o
ENSGO0000278566 o [ 0 0 [ o o 0 0 [ [ [ 0 o o 0 0 0 0 o [
ENSG00000224813 o 0 0 0 [ ] o 0 0 o [} [ 0 o o 0 0 0 0 [ o
ENSG00000233653 o [ 0 0 0 1 o 0 0 1 [] [ 0 ) 1 o 1 1 0 [ [
ENSGO0000250575. o [ 0 0 0 o o 0 ) [ 1 [ 0 ) o 0 ) 0 0 [ o
ENSG00000278757 1 [ 2 2 0 . o 0 ) 2 0 [ 3 ) o 2 0 [ 0 [ o|
ENSG00000231709 7 o 4 s 0 2 s 1 2 2 10 3 1 2 2 6 4 16 2 1 o
ENSG00000235146 2 0 0 1 0 o o 0 o o 1 0 0 [ o 0 o [ 0 a o
ENSGO0000239664. o 0 0 0 0 ) 0 0 o 2 0 0 0 ) o 0 0 0 2 [ 0|
ENSG00000230021 s 2 0 1 1 6 0 6 0 E 0 0 6 2 s 2 0 3 0 1 0|
ENSGO0000223659 o 0 0 0 0 ] 0 0 0 0 0 [ 0 ) o 0 0 0 0 [ 2
ENSG00000225972 2 1 1 0 1 0 2 2 [ 0 6 0 o o 4 o 0 0 o 0|
ENSGO0000225630 673 615 a19 a2 184 262 27 691 s 571 285 1245 223 arr ars. 2333 184 253 207 1153 1533
ENSGO0000276171 E £ 27 0 B4 S 15 17 it 2 10 2 2% 8 7 28 32 [l 13 8
ENSG00000237973 184 361 431 165 &7 s EE) 347 a5 230 152 755 182 250 354 155 145 36 o an 485
ENSG00000278781 o [ o [ [ o o 0 0 [ [ 0 o o o 0 0 o o|
ENSG00000229344 12 0 0 0 0 o 2 1 5 a [} 5 0 [ o 2 0 54 z 4 ol
ENSG00000240408 0 0 0 0 o o 0 1 0 ] 0 o 0 1 0 0 0|
ENSG00000248527 1286 3880 1046 950 4z 804 904 1069 1607 1007 608 3215 800 532 618 7944 509 207 458 1275 1081

Sekil 4.7. GSE71651 kodlu galismaya ait 6rnek feature count matrix goriintiisii.

Yalnizca miRNA sekans verisini igeren ¢alismalarin analiz yontemi, transkriptom verisi i¢in
izlenen basamaklardan farkli gergeklestirilmistir. Se¢cim yontemi “size fractionation” olan
ve tek yonlii okunan miRNA calismalarinda, her bireye ait feature count matrix dosyast GEO
veri tabanindan indirilmistir. Veri setindeki tiim bireylere ait okuma sayilari, miRNA
isimleri referans alinarak Python 3.12°de birlestirilmis ve diferansiyel gen ifade analizine
alinmak iizere hazir hale getirilmistir. Ornek olarak secilen GSE29173 kodlu calismaya ait

ornek feature count matrix dosyasinin ekran goriintiisii Sekil 4.8.’de verilmistir.

[Sequence Annotation Count_100_annof Count_101_anno! Count_102_annet Count_103_annl Count_104_annol Count_105_annot Count_106_anne Count_107 Count_108_anngl Count_109_ann
AAAAAAAAGCCCAACCCT hsa-miR-3613* 10 0.0 0.0 00 0.0 0.0 0.0 0.0 00 0.0
[AAAAACCGTTACCATTACTGAG ~ hsa-miR-451-DICER1 1.0 0.0 0.0 0.0 00 00 0.0 00 0.0 0.0
AAAAAGTAGAAAGCACTACT hsa-miR-142-5p 10 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
AAAAGCTGGGTTGAGAGGGCGA  hsa-miR-320-RNASEN 6420 3511.0 579.0 1339.0 1613.0 2296.0 380 220 340 106.0
| AAAAGGCATAAAACCAAGACAA hsa-miR-3910 10 0.0 0.0 00 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
AAAAGGGCTTACAGTGCAGGTA  hsa-miR-106a 10 0.0 0.0 00 00 0.0 0.0 0.0 00 0.0
[AAAAGTGCTGTTCGTGCAGGTAA  hsa-miR-93 10 0.0 0.0 0.0 10 00 0.0 00 10 0.0
[AAAAGTGCTGTTCGTGCAGGTAG  hsa-miR-93 20 2.0 0.0 0.0 20 00 0.0 00 40 0.0
(AAAAGTGCTTAAAGTGCAAGTA  hsa-miR-106a 10 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
(AAAAGTGCTTACAGTGCAGGT  hsa-miR-106a 18.0 10.0 20 80 7.0 30 10 0.0 10 10
[AAAAGTGCTTACAGTGCAGGTA hsa-miR-106a 220 2.0 3.0 40 5.0 0.0 0.0 20 20 30
AAAAGTGCTTACAGTGCAGGTAG  hsa-miR-106a 160 120 4.0 7.0 12.0 30 0.0 20 30 5.0
[AAAAGTGCTTATAGTGCAGGTAG  hsa-miR-20a 10 0.0 0.0 0.0 00 00 0.0 00 0.0 0.0
[AAAAGTTCTTACAGTGCAGGT  hsa-miR-106a 10 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
[AAACAAACATGGTGCACTTCTT  hsa-miR-495 12,0 30.0 4.0 70 420 10 0.0 0.0 0.0 20
[AAACAAACATGGTGCACTTCTTT  hsa-miR-495 11.0 29.0 4.0 2.0 25.0 10 0.0 0.0 0.0 3.0
|AAACATCCTACACTCTCAGCT hsa-miR-30¢-1 10 0.0 0.0 00 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
[AAACCGTTACCATTACTGAGTTT  hsa-miR-451-DICER1 382900 18810 83.0 507.0 707.0 77.0 10 10.0 260 39.0
(AAACCGTTACCATTACTGAGTTTA hsa-miR-451-DICERL  789.0 27.0 30 16.0 320 10 10 0.0 50 30
[AAACCGTTACCATTACTGAGTTTAA hsa-mir-451 9.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
[AAACCGTTACCATTACTGAGTTTAC hsa-mir-451 4.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
[AAACCGTTACCATTACTGAGTTTAG hsa-mir-451 18010 97.0 7.0 260 57.0 3.0 0.0 10 0.0 0.0
[AAACCGTTACCATTACTGAGTTTAT hsa-mir-451 116.0 0.0 0.0 00 10 0.0 0.0 0.0 00 00
AAACCGTTACCATTACTGAGTTTCA hsa-mir-451 10 0.0 0.0 0.0 00 00 0.0 00 0.0 0.0
[AAACCGTTACCATTACTGAGTTTCG hsa-mir-451 20 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
AAAGTGCTGACAGTGCAGAT hsa-miR-106b 16.0 130 10 0.0 17.0 10 3.0 10.0 16.0 20
(AAAGTGCTGACAGTGCAGATA  hsa-miR-106b 5.0 4.0 0.0 0.0 14.0 0.0 3.0 5.0 70 20
[AAAGTGCTGACAGTGCAGATAA  hsa-miR-106b 3.0 10 0.0 0.0 5.0 0.0 0.0 0.0 10 0.0
[ AAAGTGCTGTTCGTGCAGGTAG hsa-miR-93 420 220 20 20 280 30 20 100 170 70
AAAGTGCTGTTCGTGCAGGTAGA hsa-miR-93 20 40 10 10 20 10 0.0 00 0.0 0.0
[AAAGTGCTGTTCGTGCAGGTAT  hsa-miR-93 0 4.0 0.0 0.0 3.0 0.0 0.0 20 70 20
(AAAGTGCTTACAGTGCAGGT hsa-miR-106a 11.0 5.0 20 10 5.0 3.0 4.0 3.0 10 0.0
AAAGTGCTTACAGTGCAGGT hsa-miR-17 11.0 5.0 2.0 10 5.0 3.0 4.0 3.0 10 0.0
(AAAGTGCTTACAGTGCAGGTA  hsa-miR-106a 14.0 3.0 0.0 10 5.0 2.0 4.0 20 50 10
[AAAGTGCTTACAGTGCAGGTA hsa-miR-17 14.0 3.0 0.0 10 50 20 40 20 50 10
[AAAGTGCTTACAGTGCAGGTAG  hsa-miR-106a 11.0 17.0 110 20 23.0 20 6.0 3.0 110 20
[AAAGTGCTTACAGTGCAGGTAG  hsa-miR-17 11.0 17.0 110 20 23.0 20 6.0 3.0 110 20

Sekil 4.8. GSE29173 kodlu ¢alismaya ait 6rnek feature count matrix goriintiisii.
e Diferansiyel Gen Ifade Analizleri
Diferansiyel gen ifade analizi, tiim veri setlerinde DESeq2 metodu ile gergeklestirilmistir.

DESeq2 metodunun temeli, yliksek islem kapasiteli dizileme deneylerinde gen bagina okuma

sayllarinin deneysel kosullar arasindaki sistemli degisliklerini kanitlayabilme esasina
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dayanmaktadir. DESeq2 metodu, dagilim ve logaritmik kat degisimleri tahminleri ile farkli
ifadeleri tespit edebilmeyi saglamaktadir. Ayrica dagilimi verinin kendisinden tahmin etmesi
ve verinin gézlenen Ozelliklerine dayanarak degisim miktarin1 kontrol etmesi metodun
giivenilirligini arttirmaktadir (147). Tez calismasi kapsaminda verilerin diferansiyel gen
ifade analizleri, DESeq2 metodunun Python uyarlamasi olan PyDESeq2 (versiyon 0.4.11)
kullanilarak gergeklestirilmistir (148). Her bir veri seti i¢in olusturulan .csv formatindaki
feature count matrix’ler Python 3.12’ye yiiklenmis ve okuma degerleri sifir olan genler veri
setinden ¢ikarilmistir. Karsilastirilacak olan gruplar belirlenmis (IDC/Normal) ve metadata
olarak tanimlanmistir. Feature count matrix’ler ile metadatalar Python komutlar ile
birlestirilmistir. Diferansiyel gen ifade analizleri, PyDESeq2 paketi kullanilarak
gerceklestirilmis ve analiz sonucunda normal dokulara gore timor dokularinda ifadesi

anlamli sekilde degisen genler belirlenmistir.

Elde edilen diferansiyel ifade tablolarinda gen isimleri Ensembl ID’leri ile belirtilmistir. Gen
sembollerine ulagsmak i¢in gerekli olan anotasyon islemi Python 3.12’deki sanbomics.tools
(versiyon 0.1.0) modiiliiniin “id map” fonkisyonu ile gergeklestirilmistir (149). Sonug
olarak Ensembl ID’leri gen isimleri ile eslestirilmis ve veri setleri standart bir formata
getirilmistir. Orek olarak secilen GSE71651 kodlu ¢alismanin tamamlanmis analizini

gosteren ekran goriintiisii Sekil 4.9.’da verilmistir.
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Geneid baseMean log2FoldChange IfcSE stat pvalue padj Symbaol
ENSG00000227232 106.86686876993181 0.2227787823705861 0.2003654934023677  1.1118620206884064 0.26619748045972724 0.9994548905052463 WASH7P
ENSG00000278267 15.422473589554285 0.03276363725193899 0.303116478206973  0.10808926471350537 0.9139248837785413 0.9994548905052463 MIR6859-1
ENSG00000241860 19.46685734864815 -0.5111943986125638 0.4954820833210032 -1.031711167407402 0.30220744434863855 0.9994548905052463 AL627309.5
ENSG00000279457 380.3759292604917 -0.21645775733814615 0.23124710189605208 -0.9360452760849999 0.34924987687461617 0.9994548905052463 WASH9P
ENSGO00000236679 10.425098571066615 -0.2708818175279463 0.3283318521842439  -0.8250244858239968 0.40935768942197925 0.9994548905052463 RPL23AP24
ENSGO00000225630 797.9594727117377 -0.6815289552004172 0.38258349592234037 -1.7813861874971184 0.07484938313489412 0.9994548905052463 MTND2P28
ENSG00000237973 325.637183550341  0.0650085188917262 0.2799684838989927  0.23219941754294038 0.8163831301285839 0.9994548905052463 MTCO1P12
ENSG00000248527 1679.3192259090927 -0.9714975511982507 0.413928187568889  -2.347019556469724 0.018924261472132053  0.9994548905052463 MTATPEP1
ENSG00000229376 10.979057159259005 -0.16155472766177936 0.3194018916803516 -0.505803916225577 0.6129943090273959 0.9994548905052463 CICP3
ENSGO00000237491 426.81121313825 -0.10436811693924362 0.1685741348706261 -0.6191229575008169 0.5358353605295318 0.9994548905052463 LINCO1409
ENSGO00000177757 77.4005729583901  -0.1562886578602434 0.20560332282200358 -0.7601: 4 0.4471669863313297 0.9994548905052463 FAMBT7B
ENSG00000228794 673.4657685659248 -0.15318710314099945 0.11879676301847056 -1.2894888652579015 0.19722818489221838 0.9994548905052463 LINCO1128
ENSG00000225880 90.39262588075718 -0.38776301001466124 0.19265847348489404 -2.012696368867809 0.044146581627695886  0.9994548905052463 LINCO0115
ENSGO0000272438 11.141478387633851 -0.36359949724369217 0.6631279720653878  -0.5483096967109079 0.5834792703519462 0.9994548905052463 AL645608.6
ENSGO00000230699 52.673776148274634 -0.1882448967938286 0.5679745003108082  -0.3314319510661426 0.7403182339274508 0.9994548905052463 AL645608.2
ENSG00000223764 245.41258407625622 0.9066635712727337 0.5112169174946202  1.7735398423747881 0.07613929595621088 0.9994548905052463 LINC02593
ENSG00000187634 411.27852756388 0.6371364570105501 0.5175048982123898  1.2311699062393457 0.2182593242387325 0.9994548905052463 SAMD11
ENSG00000188976 2482.965679832079 0.1441356345107119 0.21762865128958414 0.662300821406645 0.5077784505241801 0.9994548905052463 NOC2L
ENSGO0000187961 390.56755327789614 -0.00323235736115405 0.21542495287504065 -0.01500456338978062 0.9880285397343452 0.9994548905052463 KLHL17
ENSG00000187583 260.17339659002255 -0.09237186003263151 0.2556039163592484  -0.3613867164022788 0.7178103767627333 0.9994548905052463 PLEKHN1
ENSG00000187642 63.81893261367405 -0.4428559688581099 0.2796459439930816  -1.5836309389456624 0.1132777290290355 0.9994548905052463 PERM1
ENSG00000272512 131.00944851304342 -0.42984647099165607 0.23027460025489904 -1.8666690573595348 0.06194781735278559 0.9994548905052463 AL645608.7
ENSG00000188290 739.9502207473055 0.09044688792154244 0.2724114613835483  0.33202306342828786 0.7398718438484879 0.9994548905052463 HES4
ENSG00000187608 2333.3565113350464 0.8524961546729348 0.6038013649023506 1.4118817946209914 0.1579847 776 0.99945. 15052463 ISG15
ENSG00000188157 9221.70215665529  0.013452840947534949 0.2310493986444189  0.05822495547040416 0.9535694428479847 0.9994548905052463 AGRN
ENSG00000237330 102.61186141681644 0.40291513867368683 0.3476934332928913  1.1588229747620158 0.24652835061387723 0.9994548905052463 RNF223
ENSG00000131591 992.9512960611743  -0.0427148424432582 0.17161957343472822 -0.24889260349725706 0.8034438568559497 0.9994548905052463 Clorf159
ENSG00000223823 16.854810532767498 -0.23841200421772799 0.41861131170997845 -0.5695307258751388 0.5689960251837238 0.9994548905052463 LINCO1342
ENSGO00000207730 56.09941244837563 -0.10683288353244147 0.23619766760702762 -0.45230287248299167 0.6510508068822578 0.9994548905052463 MIR200B
ENSG00000207607 17.303058481472032 -0.2507722703855033 0.29500068859327133 -0.8500735085783228 0.39528421897462573 0.9994548905052463 MIR200A
ENSG00000198976 36.72149427584732 -0.288373924636681 0.2546520318232229 -1.1324234194089113 0.2574564634949995 0.9994548905052463 MIR429
ENSG00000272141 223.3026495191957 -0.09798886741244443 0.2198889363424928  -0.44562891176943864 0.6558653226522789 0.9994548905052463 AL390719.2
ENSG00000205231 16.21997217075026 -0.2808659831947273 0.34765282899274474 -0.80789212620096 0.4191526843935721 0.9994548905052463 TTLL1D-AS1
ENSGO00000162571 41.15696208822165 -0.1803425338328894 0.34524734589598877 -0.5223574807356244 0.6014214545799876 0.9994548905052463 TTLL1O
ENSG00000186891 148.86493001758876 0.11046300203831237 0.3874496419438831  0.2851028626174636 0.775565336977963 0.9994548905052463 TNFRSF18
ENSG00000186827 286.58983581534426 0.12423804378535255 0.36074041612473523 0.3443973512033486 0.7305474806066343 0.9994548905052463 TNFRSF4
ENSG00000078808 4428.178891382373 -0.01424077882151082 0.22434346048345344 -0.06347757492383495 0.9493862158429063 0.9994548905052463 SDF4
ENSGO00000176022 796.8778612763706 0.21383807939895577 0.20745197336860594 1.0307835395665428 0.3026423389545133 0.9994548905052463 B3GALTE
ENSG00000184163 55.68305129563981 -0.07594687765029647 0.291707227405161  -0.2603530886974273 0.7945914252266418 0.9994548905052463 C1QTNF12
ENSG00000260179 32.12794291003825 -0.3204637572812076 0.3102419803997769  -1.0329477553884194 0.3016283486012007 0.9994548905052463 AL162741.1
ENSG00000160087 1293.72186738211  0.1305088446484648 0.15651222319395017 0.8338572028763406 0.4043614563138127 0.9994548905052463 UBE2J2
ENSG00000230415 48.83476702661487 0.06967914109129812 0.24499781837368081 0.2844071900469767 0.7760983495553586 0.9994548905052463 LINCO1786

Sekil 4.9. GSE71651 kodlu ¢aligmanin diferansiyel ifade analizi ve anotasyonu.

Elde edilen listelerde pozitif log2FoldChange degerleri, normal dokuya goére timor

dokusunda ifadesi artan genleri; negatif degerler ise ifadesi azalan genleri gdstermektedir.
o Devre Analiz Programi igin Verilerin Hazirlanmasi

Yeni Nesil Dizileme ¢alismalarindan elde edilen sonuglar, mikrodizin ¢alismalarinda oldugu
gibi mMRNA, miRNA, IncRNA ve TF verilerini birlikte icermektedir. Benzer sekilde, devre
analiz programi kiitiiphanelerinden elde edilen listeler ile analiz sonucunda elde edilen gen
listeleri kesistirilerek diizenleyici molekiillere ait ayr1 dosyalar olusturulmustur. Sonugta her
bir diizenleyici molekiil listesi birlestirilerek NGS verilerine ait IDC ve normal dokular
arasinda ifadesi anlamli sekilde degisen tek bir mRNA, miRNA, IncRNA ve TF listesi
olusturulmustur. miRNA dosyalarindaki isimlendirme problemi, mikrodizin ¢alismalarinda
oldugu gibi “hsa” ekinin kaldirilarak “miR” eki ile baglamasi ile tek isimlendirme sistemine

uygun hale getirilmesiyle ortadan kaldirilmistir.
4.2.3. DEVRE ANALIZ PROGRAMININ GELISTiRILMESI
4.2.3.1. Veri Tabanlarinin Belirlenmesi

Regiilatif devreleri ortaya koymasi i¢in tasarlanan programda, bu devrelerin tahmini igin

gerekli en 6nemli basamagi molekiillerin birbirleri ile etkilesimi olusturmaktadir. Baska bir
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deyisle, molekiillerin birbirine kars1 “aktivasyon” veya “baskilama” etkilerinin belirlenmesi

sonucu bu devrelerin kurgulanmast miimkiin olmustur (Sekil 2.12.).
Regiilasyona yonelik 6rnek gosterim asagidaki sekildedir:

TF > mRNA TF’in mRNA 'min ifadesini arttirmast,
MIRNA ---| IncRNA miRNA 'min IncRNA 'nin ifadesini baskilamasu.

Bu etkinin belirlenebilmesi, programa verilen her bir ifade dosyasinin (mRNA, miRNA,
IncRNA ve TF dosyasi) birbiri ile birlestirilmesi sonucu teoride olabilecek tiim ikili
iligkilerin tahmini esasina dayanmaktadir (TF — mRNA, TF — miRNA, TF — IncRNA,
MIRNA — IncRNA, miRNA — TF, miRNA — mRNA gibi). S6z konusu islem basamagi
hesaplamali bir yaklasim olup tamamen teoride olabilecek ikili iliskileri gostermektedir.
Regiilasyonda rol oynayan gercek ve giivenilir devrelerin ortaya ¢ikarilmasi i¢in ise, teoride
olusturulan ikili iliskilerin literatiir verisi ile kesistirilmesi gerekmektedir. Bunun ig¢in
giiniimiizde kullanilan gesitli veri tabanlar1 mevcuttur ve ¢alisma kapsaminda 11 farkl: veri
taban1 (miRcode, DIANA TarBase, LncCeRBase, LncTarD, miRDB, miRTarBase, TFLink,
TRRUST, RNA Interactome Database, TargetScan, TransmiR) kullanilmistir. Ayrica
miRNA’lar ve TF’lerin giincel molekiil listelerinin kontrolii igin sirasiyla miRBase
(150,151) ve Toronto The Human Transcription Factors (152) veri tabanlari incelenmistir.
Calisma kapsaminda kullanilan veri tabanlar1 ve molekiiller aras1 etkilesim bilgileri Cizelge
4.2.°de verilmistir. Belirtilen veri tabanlarinin sundugu ikili iliski listeleri devre analiz
programinin igerisine aktarilarak bir literatiir kiitiiphanesi olusturulmustur. Programin analiz
sirasinda bulacagi teorik ikililer, literatiirde yer alan bu iliskiler ile otomatik olarak
kesistirilmekte ve devrelerin olusturulmasi i¢in ilk adim tamamlanmaktadir. Baska bir
deyisle, devre analiz program1 TF, mRNA, miRNA ve IncRNA’dan olusan regiilatif iliski
tahminlerini ortaya ¢ikarmakta ve daha sonra bu olasiliklar1 11 farkli kaynaktan elde ettigi

literatiir verileri ile karsilastirarak gergek regiilatif iliskileri ortaya koymaktadir (Sekil 4.11.).
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Cizelge 4.2. Devre analiz programinda kullanilan veri tabanlar1 ve molekiiller arasi etkilesim bilgileri.

VERI TABANLARI VERI KAYNAGI VE KAPSAMI MOLEKULER ETKILESIM TOPLAM TRANSKRIPT  ETKILESIM SAYISI YONTEM
GENCODE anotasyonuna dayal: olarak, 10.000'den fazla uzun miRNA - IncRNA 10.419 IncRNA
miRcode kodlamayan RNA geni ve kodlayici transkript igeren insan 19.999 mRNA 179.905 Tahmin yaklagim:
mikroRNA hedef tahminlerini saglamaktadir. miRNA - mRNA miRNA'lar bilinmiyor
Yanm milyondan fazla yiiksek kaliteli, manuel olarak incelenmis
DIANA TarBase v7.0 miRNA:gen etkilesimi sunmaktadir ve bu etkilegimler, deney miRNA - mRNA Bilinmiyor ~ 65.000 Deneysel veri
sonuglarl, metodolojiler ve kogullar gibi ayrnintili meta-verilerle
zenginlestirilmistir.
IncRNA-miRNA-mRNA etkilegim verilerini bir araya getiren 130 IncRNA
LncCeRBase kapsaml1 bir kaynak olup, IncRNA'lann diizenleyici mekanizmalarina IncRNA - miRNA - mRNA 245 mRNA 432 Deneysel veri
dair degerli bilgiler sunmaktadir. 214 miRNA
Deneysel olarak desteklenmis IncRNA-hedef diizenlemelerini, IncRNA - miRNA 1.355 IncRNA
LncTarD 2.0 bunlarin etkiledigi fonksiyonlan ve insan hastaliklarinda IncRNA 1.743 mRNA 8.360 Deneysel veri
aracil1 diizenleyici mekanizmalan sunmaktadir. IncRNA - mRNA 506 miRNA
miRNA hedeflerinin tahmini ve iglevsel anotasyonlan igin
. gelistirilmis bir cevrimigi veritabanidir ve gen diizenlemesi ile . 2.656 miRNA .
RDB RNA - mRNA 1.642.327 Tahmin yakl
m hastalik mekanizmalarindaki miRNA rollerini inceleyen aragtirmacilar m o 1.610.510 mRNA in yakast
igin bilgiler sunmaktadir.
Deneysel olarak dogrulanmig mikroRNA-hedef etkilesimlerinin en 4.206 miRNA
miR TarBase biiyilk ve en giincel koleksiyonunu sunan kapsamli bir veritabamdir miRNA - mRNA . m ~360.000 Deneysel veri
o . . - 23.426 mRNA
ve bu etkilesimler gesitli deneysel yontemlerle dogrulanmigtir.
insanlar ve alt1 model organizma igin transkripsiyon faktorii-hedef gen 1.606 TE
TFLink etkilesimleri, baglanma bolgesi dizileri ve genomik konumlar TF - mRNA 20 1'39 mRNA 6.739.357 Deneysel veri ve literatiir verisi
hakkinda bilgiler saglamaktadir. .
X Insanlar ve fareler igin transkripsiyonel diizenleyici aglan sunan, 800 TF . . . L.
TRRUST version 2 manuel olarak derlenmis bir veritabamdir. TF - mRNA 2 067 mRNA 8.444 Deneysel veri ve literatiir verisi
RNAInter v4.0 Hiicresel RNA'lann diizenleyici yapisini aragtirmak igin tasarlanmis, RI_‘JA - RNA Bilinmi 4.452.093 D 1 veri ve hesanlamal: tahmi
RNA Interactome Database kapsaml1 ve kolay erisilebilir bir RNA etkilesim platformudur. lméﬁgi Trl; fimmiyor A encysel ven ve hesaplamal tahmin
n -
Ko bolgeleri arak miRNA'larin biyolojik hedeflerini tahmi
TargetScan Tuman bolgelen amyara © ImiATA atin Ayolo)k heretemn tahmin miRNA - mRNA Bilinmiyor 718.234 Tahmin yaklagim
eden bir veritabanidir.
Transkripsiyon faktorii (TF)-mikroRNA (miRNA) diizenlemelerine 623 TF
TransmiR v2.0 yonelik bir veritabamidir ve kullanicilarin TF'ler ile miRNA'lar TF - miRNA 785 miRNA ~1.789.728 Deneysel veri ve literatiir verisi
~785 mi

arasindaki diizenleyici iligikilerini ortaya koymaktadir.
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4.2.3.2. Veri Tabanlarindan Elde Edilen Listelerin Programa Entegre Edilecek
Sekilde Diizenlenmesi, Isimlendirme Sorunlarmi Giderilmesi ve

Kiitiiphanelerin Hazirlanmasi

Programa entegre edilecek veri tabanlar1 Cizelge 4.2.’de verildigi gibi farkl etkilesimleri
icermektedir. Farkli veri tabanlarindan elde edilen bu listeler, regiilasyona dair pek ¢ok veri
icermekle birlikte farkli formatlarda olusturulmustur. Listelerin programa entegre
edilebilmesi i¢in her listenin ayni formatta diizenlenmesi, yalnizca regiilasyona katilan
molekiillerin isimlerini igeren siitunlarin kalacagi sekilde listelerin filtrelenmesi, farkl
dosyalarda ayni bilgiyi iceren siitun isimlerinin ayni baslik ile adlandirilmasi ve son
hallerinin kiitliphane seklinde hazirlanmasi gerekmektedir. Ayrica ayni tip molekiiliin
isimlendirmesi her dosyada ayni ve tek bir formatta olmalidir. Ornegin miRNA’lar i¢in
isimlendirme bir dosyada miR kodu ile, baska bir dosyada hsa-miR kodu ile
isimlendirildiginde sorun ¢ikmaktadir ve program gelistirmeye baslamadan 6nce asilmasi
gereken 0dnemli sorunlardan bir tanesini olusturmaktadir. Tiim bu islemler excel {izerinden
tamamlandiktan sonra listeler Python 3.12°de okunmus ve veri tabanlari ile isimlendirilmis
kiitiphane hazirligi tamamlanmistir. Olusturulan  kiitiiphanelerden IncRNA-miRNA,
MIRNA-mMRNA ve TF-mRNA kiitiiphanelerinin 6rnek ekran goriintiisii Sekil 4.10.’da

verilmistir.
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IncRNA miRNA miRNA mRNA TF mRNA
ADNCR miR-204 miR-196a-5p CYP26B1 AHR ABCG2
AF147447 miR-34c miR-103a-3p CYP26B1 AHR BRCA1
AK015322 miR-19b-3p miR-195-5p CYP26B1 AHR CA9
AK048794 miR-592 miR-107 CYP26B1 AHR CCND1
APF miR-188-3p miR-16-5p CYP26B1 AHR CCNG2
ATB miR-141-3P miR-424-5p CYP26B1 AHR CYP1A1
ATB miR-200 miR-15a-5p CYP26B1 AHR CYP1A2
ATB miR-200c miR-15b-5p CYP26B1 AHR CYP1B1
BC032469 miR-1207-5p miR-181a-5p USP28 AHR CYP2B6
BC048612 miR-203 miR-505-5p uUsP28 AHR IL13
CASC2 miR-181a miR-423-5p usP28 AHR IL1B
CASC2 miR-18a miR-19b-3p STARD3NL AHR IL6
CASC2c miR-101 miR-486-5p STARD3NL AHR MFSD2A
CCAT1 miR-155 miR-124-3p STARD3NL AHR MT2A
CCAT1 miR-7 miR-1-3p STARD3NL AHR PCNA
CCAT1 miR-218 miR-19a-3p STARD3NL AHR RFC3
CCAT1 miR-490 miR-378b CD74 AHR UGT1A1
CCAT1 miR-181a miR-191-5p CD74 AHR UGT1A6
CCR49 let-7 miR-335-5p CD74 AHR NTRK2
CHRF miR-489 miR-95-3p CD74 AHR AGTR1
CRNDE miR-136 miR-331-5p RANBP9 AHR CDK8
CTNNAP1 miR-141 miR-374a-5p RANBP9 AHR SETMAR
DANCR miR-214 miR-19b-1-5p  RANBP9 AHR EMC4
DANCR miR-320a miR-152-3p RANBP9 AHR HNRNPUL1
ECONEXIN miR-411-5p miR-148a-3p RANBP9 AHR GPR137C
EWSAT1 miR-326-5p miR-148b-3p RANBP9 AHR CALHM1
EWSAT1 miR-330-5p miR-19b-3p RANBP9 AHR RHOQ
FER1L4 miR-106a-5p miR-410-3p RANBP9 AHR NUDCD2
FTH1P3 miR-224-5p miR-19a-3p RANBP9 AHR KTN1
FTX miR-374a miR-101-3p RANBP9 AHR HSPAS5
FTX miR-545 miR-106a-5p RANBP9 AHR COL18A1

Sekil 4.10. IncRNA-miRNA, miRNA-mRNA ve TF-mRNA kiitiiphanelerinin 6rnek

gosterimi.

4.2.3.3. Kiitiiphanelerin Devre Analiz Programina Entegrasyonu ve Analiz Edilecek
Dosyalarin Programa Aktarilmasi Yoluyla Teorik ve Gergek ikili Tliskilerin

Belirlenmesi

Tez kapsaminda kullanilan ve Cizelge 4.2.°de listelenen veri tabanlart kullanilarak
olusturulan kiitiiphaneler, Python 3.12 yazilim dili kullanilarak gelistirilen yazilim
programina entegre edilmistir. Bu kiitiiphaneler, teorik olarak Onerilen tiim regiilatif ikili
iligkilerin birbirleri ile olan iligkilerini dogrulamak amaciyla kontrol dosyalar1 olma islevini

gormektedir.

Analize girecek olan GEO’dan elde edilmis ve IDC/normal arasinda farklilik gosteren
mRNA, miRNA, IncRNA ve TF dosyalar1 Python 3.12 platformuna aktarilmis ve her bir
molekil i¢in belirli bir kat degisim esik degeri (fold change threshold) 1.5 kat olarak
belirlenmistir. Mutlak log2FoldChange degeri 1.5 katin altinda kalan molekiiller analiz
listesinden ¢ikarilmistir. Log2FoldChange degerlerine gore filtreleme isleminin ardindan

listeler birbirleri ile birlestirilmistir. Birlestirme islemi, her bir dosyanin tiim satirlarinin
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diger dosyanin tiim satirlari ile ikili kombinasyonlar olusturmasini saglamaya yonelik olarak
tasarlanmistir. Baska bir deyisle, bu yontemle ikili iliski gosterebilecek tiim molekiiler
kombinasyonlar olusturulmus ve bu kombinasyonlar, ilgili kiitliphanelerle ayni isim ve
formatta, tiim teorik iliskileri belirlemek amaciyla kullanilmistir. Yapilan islemlere yonelik

sematik gosterim Sekil 4.11.’de verilmistir.

a. Veri tabanlarindan elde edilen kiitiiphanelerin entegrasvonu b. Teorik ikili iliskilerin belirlenmesi
miRcode, DIANA TarBase, LncCeRBase, LncTarD, ' — Y e o ™ -
miRDB, miRTarBase, TFLink, TRRUST, RNA Inter, TargetScan, TransmiR - -
~ ~ ~ . A3 —» 01
Ve e Ad = 6
miRNA - _TF [ ZIE. - mRNA As i: =7
A3 H1 m1 @2 A9 . N ms
As m7 m? @8 a7 . \E” )
A3 ms ms @11 A9 - 23
Ad m1 1 on .
A7 M6 ms @2
A7 W23 m23 @34 . :
: ' . ' AT —rmsn {As7s _ Hs22)
| A379 < @527 | A391 HE534
c c o : miRNA TF A 7
A378  E522 W 522 Q467 DEG listesi DEG listesi
| A391  W534 ) | @534 ©478 | . . . e
— S TF mRNA _TF_ - mRNA |
miRNA -TF TF - mRNA - ey
Kiitiphanesi Kiitiphanesi T ——— Al cmeed 0 's"l
ms —=» Q8 [mh] @
7 oo 81 @9
ms - N, O HIE @11}
m23 - \ on a1 on
m23- ©34 JH1 934
. . = |i@ms )
[ 522 —» @467 | [H 522 467 | , Duplikelerden
m 527 / > 0467 | | 1@527 ©467)  yalmzea biri almr
T mRNA h
DEG listesi DEG listesi
¢) Gergek ikili iligkilerin belirlenmesi
Olusturulan teorik iligkiler kiitiphaneler ile kesistirilir ve ortak olanlar segilir
A B N
(miRNA - TF \ / TF - mRNA
A3 1 mfl @2
As =7 m @11
As me Os @2
Aa (=] w522 © 467
A 378 [ 522 : E
| - . ' : |
NN - . /

Sekil 4.11. Kiitiiphanelerin devre analiz programuna entegrasyonu ile teorik ve gergek ikili
iliskilerin belirlenmesine yonelik sematik gosterim.

Sonugcta elde edilen tiim teorik ikili iliskiler, programa entegre edilmis olan ayni isim ve
formattaki kiitiiphane dosyalari ile karsilastirilmis ve ortak olan ikili iliskiler belirlenerek

devre analizine hazir dosyalar haline getirilmistir.

4.2.3.4. Diizenleyici Devrelerin Olusturulmasi

Devre analizi igin hazirlanan dosyalar mMiIRNA-mRNA, miRNA-TF, TF-miRNA, TF-mRNA,
TF-IncRNA, miRNA-IncRNA, IncRNA-mRNA, IncRNA-TF, IncRNA-miRNA regiilatif

iligkilerini icermektedir. Her bir devre, iki regiilatif iliski listesinin ortak molekiil tiirii esas
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alinarak listelerin  birlestirilmesi ve regiilasyon yoniiniin belirlenmesi esasina
dayanmaktadir. Bu kapsamda her bir birlestirme islemine regiilatif listelerin dahil edilmesi
ve farkli molekiillerin eklenmesi ile toplamda 8 farkli devre tiirii elde edilmistir. Tiim

analizler sonucunda ortaya ¢ikan devreler asagida verilmistir:

e Devre 1: TF, miRNA, mRNA diizenleyici devreleri. Bir miRNA’nin ayni1 anda
baskiladigi TF’leri ve mRNA’lar1 gosteren devrelerdir.

TF |——— miRNA —————| mRNA

e Devre 2: TF, miRNA, mRNA diizenleyici devreleri. Bir miRNA’nin ayni anda
baskiladigi TF’ler ve mRNA’lar ile TF’lerin pozitif regiile ettigi miRNA’lar1

gosteren devrelerdir.

TF |--————- mMiRNA ——-—— | mRNA

—_——————————

e Devre 3: TF, miRNA, mRNA diizenleyici devreleri. Bir miRNA’nin ayn1 anda
baskiladigi TF’ler ve mRNA’lar ile TF’lerin regiile ettigi miRNA’lar ve mRNA’lar1

gosteren devrelerdir.

TF |-——-— miRNA ————— | mRNA

—_———————— >

e Devre 4: IncRNA, TF, miRNA, mRNA diizenleyici devreleri. Uglii devrelere ek

olarak IncRNA’lar1 regiile eden TF’leri gosteren devrelerdir.

INCRANA < = = = = TF |-—————— MiRNA —-———- | mRNA

_————————————
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e Devre 5: IncRNA, TF, miRNA, mRNA diizenleyici devreleri. Uclii devrelere ek

olarak IncRNA’lar regiile eden TF’leri ve miRNA’lar1 gosteren devrelerdir.

>

ncRNA < = - = = TF | miRNA | mRNA

S ——_ N

e Devre 6: IncRNA, TF, miRNA, mRNA diizenleyici devreleri. Uglii devrelere ek
olarak IncRNA’lar regiile eden TF’leri ve miRNA’lar1 gdsteren; ayni zamanda

IncRNA’larin da mRNA’lar1 regiile ettigi devrelerdir.

e Devre 7: IncRNA, TF, miRNA, mRNA diizenleyici devreleri. Uclii devrelere ek
olarak IncRNA’lar1 regiile eden TF’leri ve miRNA’lar1 gdsteren; ayn1 zamanda

IncRNA’larin da mRNA’lar1 ve TF leri regiile ettigi devrelerdir.

e Devre 8: IncRNA, TF, miRNA, mRNA diizenleyici devreleri. Uglii devrelere ek
olarak IncRNA’lar regiile eden TF’leri ve miRNA’lar1 gdsteren; ayni zamanda

IncRNA’larin da mRNA’lar1, TF’leri ve miRNA’lar regiile ettigi devrelerdir.

Devrelerin gosterimi lineer sekilde olup ok isaretlerinin anlamlar1 asagidaki gibidir:
----------- > : Pozitif regiilasyon.
___________ | - Negatif regiilasyon.
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------ > : [liskinin yonii belli; fakat regiilasyon negatif veya pozitif olabilir.

<----- > : Her iki molekiil de birbirini regiile eder; fakat regiilasyon negatif veya pozitif

Devre analizi sonucunda elde edilen tiim devrelere ek olarak, miRNA bagimli [ncRNA
diizenleyici devreleri ile TF bagimli IncRNA diizenleyici devreleri olmak tizere iki farkli

devre tiirii olusturulmaktadir:

o miRNA bagimli IncRNA diizenleyici devreleri: IncCRNA, mMiRNA, mRNA

molekiillerinin birbirleri iizerindeki regiilatif etkilerini esas alarak olusturulan

devrelerdir.

o TF bagimli IncRNA diizenleyici devreleri: IncRNA, TF, mRNA molekiillerinin

birbirleri lizerindeki regiilatif etkilerini esas alarak olusturulan devrelerdir.

Analiz sonucunda elde edilen tiim devreler .txt formatinda olusturulmaktadir. Buna ek
olarak, ileri analizler i¢in her bir devre dosyasinin .csv formatinda tablolastirilmis bir

versiyonu program igerisine kaydedilmektedir.

4.2.3.5. GSEA Zenginlestirme Analizi

Gene Set Enrichment Analysis (GSEA), iki farkli biyolojik durumdan elde edilen ifade
profilleri arasindaki anlamli farkliliklar1 belirlemek icin kullanilan bir hesaplama
yontemidir. GSEA, genler arasindaki bireysel degisiklikleri incelemek yerine, gen
setlerindeki genel egilimlere odaklanarak daha kapsamli bir analiz sunmaktadir. Bu yontem,
gen setlerindeki koordineli degisiklikleri degerlendirerek ortaya ¢ikan kiigiik degisimlerin

Oonemini hesaplamakta ve boylece biyolojik anlam tasiyan sonuglara ulagsmay1 saglamaktadir
(153,154).
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The Molecular Signatures Database (MSigDB) ise, GSEA yazilim1 ile birlikte kullanilan,
anotasyonlar1 yapilmis on binlerce gen setini i¢eren bir veri tabanidir. MSigDB, 6zellikle
zenginlestirme analiz yontemleri i¢in gen setleri sunmak amaciyla tasarlanmis ve bu nedenle
GSEA yazilimina sorunsuz sekilde entegre edilmistir. Ayrica gen seti kaynaklari ve tiirleri
bakimindan genis bir kapsama sahiptir. Bu kaynaklar i¢erisinde GO, KEGG ve TRANSFAC
gibi 6zel kaynaklardan tiretilmis setler bulunmaktadir ve toplamda en biiylik gen seti sayisina
sahiptir. Bu yoniiyle MSigDB, gen setlerinin biyolojik anlamlarini ortaya koymak ve
kapsamli analizler yapmak i¢in genis bir kaynak sunmaktadir (155,156).

Tez calismast kapsaminda, 4. tiir devre olarak tanimlanan IncRNA, TF, miRNA, mRNA
diizenleyici devrelerine Gen Seti Zenginlestirme Analizi (GSEA) uygulanmistir. Bu analiz,
devre analiz programina entegre edilmis Python kiitiiphanesi olan “gseapy” (versiyon 1.1.3)
ile gergeklestirilmistir (157). Analizin gergeklesebilmesi i¢in devrelerin .csv formatindaki
dosyalarindan elde edilen mRNA bilgilerini igeren siitun kullanilmig ve prerank fonksiyonu
ile analiz gerceklestirilmistir. Fonksiyonun c¢alisabilmesi i¢in gerekli olan parametreler;
genlerin zenginlesecegi gen seti MSigDB_Hallmark 2020, permiitasyon sayisi 1000,
minimum gen sayisi 2 Ve maksimum gen sayisi 5000 olarak belirlenmistir. Elde edilen
sonuglar igerisinden FDR g-val (False Discovery Rate) <0.25 kriterine uyan genler
secilmistir (154). Bu genler normalize edilmis zenginlesme skoru NES’e (Normalized
Enrichment Score) gore biiylikten kiiclige dogru siralanmistir. Son agamada, genlerin
zenginlestigi yolaklar, NES (Normalized Enrichment Score), NOM p-val (Nominal p-
Value), FDR g-val (False Discovery Rate) ve zenginlesen genlerin bulundugu tablolar .csv

formatinda kaydedilmistir.

Zenginlestirme analizi sonuglarmin gorsellestirilmesi amaciyla, Python’in “gseapy”
(versiyon 1.1.3) (158) ve “matplotlib” (versiyon 3.9.1) (159) kiitiiphaneleri kullanilarak
GSEA (Gene Set Enrichment Analysis) grafigi ve nokta grafigi olusturulmustur. Ayrica, gen
zenginlestirme analizi sonuglarinin ag yapisinda daha ayrintili sekilde gorsellestirilmesi igin
Python’in “gseapy”, “matplotlib” ve “networkx” (versiyon 3.3) (160) kiitiiphanelerinden

yararlanilmigtir. Tiim grafikler ve gorseller .png formatinda kaydedilmistir.

Yapilan kapsaml1 zenginlestirme ve yolak analizleri, diger tim analizler gibi hem mikrodizin

hem de NGS veri setlerine uygulanmistir. Her iki veri tiirii, 4. tiir olarak adlandirilan
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devrelerin analizine uygunluk gostermistir. Bu uygunluk, her iki veri setinde de yeterli
miktarda mRNA verisinin bulunmasi ile saglanmis ve sonuglarin birbirleri ile

karsilastirilarak kapsamli bir sekilde analiz edilmesine olanak tanimistir.
4.2.4. DEVRE ANALIZ PROGRAMININ ARAYUZ HALINE GETIRILMESI

Gelistirilen devre analiz programinin kullanict etkilesimini kolaylastirmak ve islevselligini
arttirmak amactyla gorsel bir arayiiz tasarlanmistir. Bu arayliz, Python programlama dili
kullanilarak “PyQt5” (versiyon 5.15.11) (161)kiitiiphanesi ile gelistirilmistir. S6z konusu
arayiiz, kullanicilarin mRNA, miRNA, IncRNA ve TF verilerine iligkin ifade dosyalarini,
gen isimleri ve ifade degerlerini iceren uygun formatlarda sisteme yiiklemeleri ile
calismaktadir. Dosya yiikleme islemlerinin tamamlanmasinin ardindan kullanicilarin
“threshold se¢me” boliimiinden her bir dosya i¢in arastirilan iki biyolojik kosula uygun esik
degerini belirlemeleri istenmektedir. Dosya se¢cme ve esik degeri belirleme islemlerinin

ardindan sistem analize hazir hale gelmektedir (Sekil 4.12.).
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[ ® miRcuit DEVRE ANALIZ PROGRAMI

miRcuit Devre Analiz Programi

miRcuit Devre Analiz Programi miRNA, IncRNA ve TF'lerin mRNA'lar Gizerindeki diizenleyici etkilerini analiz eden bir programidir. miRcuit, analiz
sonuglarini miRcode, DIANA TarBase, LncCeRBase, LncTarD, miRDB, miRTarBase, TFLink, TRRUST, RNAInter, TargetScan, TransmiR
kitliphaneleri ile karsilastirarak molekiiler etkilesimlerin olasi yapisini ortaya koyar ve biyolojik siireglerin daha iyi anlagiimasina katkida bulunur.

Programi galistirmadan énce analiz igin gerekli dosyalari segmeniz gerekmektedir. Dosyalar segildikten sonra, belirlediginiz threshold degerleri ve
diger parametreler kullanilarak analiz baglayacaktir.

Dosya Segme

Aragtirma sonucunda elde ettiginiz mRNA, miRNA, IncRNA ve TF ifade dosyalarini Gen sembolii ve log2FoldChange degerlerini icerecek sekilde csv
formatinda sisteme yiikleyiniz.

mRNA dosyas: seginiz. Ornek dosya formati igin tiklayiniz

Dosya Seg
miRNA dosyasi seginiz. Omek dosya formati igin tiklayiniz

Dosya Seg
IncRNA dosyasi seginiz. Ornek dosya format igin tiklayiniz

Dosya Se¢
TF dosyasi seginiz. Ornek dosya formati igin tiklayiniz

Dosya Seg

Threshold Belirleme

Arasgtirma gruplariniz arasinda olmasini istediginiz kat degisimini tlim dosyalar igin seciniz.

mRNA Threshold: k&
1.0

miRNA Threshold: 15
2.0

INcRNA Threshold: 25

TF Threshold:

GSEA Zenginlegtirme Analizi

Veri setinize GSEA veri tabani tizerinden MSigDB zenginlestirme analizi yapmak igin gerekli kutucugu isaretleyiniz.

GSEA zenginlegtirme analizi yapilsin
O GSEA zenginlestirme analizi yapilmasin

Analizi Baslat

Sekil 4.12. Gelistirilen devre analiz programinin kullanici arayiizii.

Analiz sonucunda program, 8 farkli tiirde devre ile miRNA bagimli IncRNA diizenleyici
devreler ve TF bagimli IncRNA diizenleyici devreler olmak lizere 2 tiir ug¢lii devre
olusturmaktadir. Olusturulan devreler .txt formatinda sunulmakta olup her bir devrenin
molekiillerini igeren ve ileri analizler i¢in diizenlenmis .cSv formatindaki tablolar kullaniciya

sunulmaktadir (Sekil 4.13.).
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a) LncRNA TF miRNA mRNA

b)
PGMS-ASL < — — - — TP53 [mmmmmmm MIR-040 —mmmmmm | MAP1B
7777777777 ] A B © D
1 IncRNA TF miRNA mMRNA
LOCA1317 < — = = = TPS3 |-——--— MiR-940 ———— | s1PR1 2 LOC401317 TP53 miR-940 MAPI1B
______________ ; 3 PGM5-AS1 TP53 miR-240 MAP1B
4 LOC401317 TP53 miR-940 Si1PR1
POHS-AS1 < - = = TP53 |- MiR-948 ————| S1PR1 5 PGM5-AS1 TP53 miR-940 S1PR1
T 6 L0OC101928000 CREB1 miR-543 GHITM

7 LOC401317 TP53 miR-940 RUNX1T1
L0C101928000 < — — - - CREBI |-—-— miR-543 ——| GHITH 8 PGM5-AS1 TP53 miR-8940 RUNX1T1
T 9 LOC401317 TP53 miR-940 IFNGR1
10 PGM5-AS1 TP53 miR-940 IFNGR1

L0C401317 < — — — - TPS3 |———— miR-940 ———— | RUMKITL 11 LOC101928000 CREB1 miR-543 CAB39
"""""""" i 12 LOC401317 TP53 miR-940 SACS
13 PGM5-AS1 TP53 miR-940 SACS

PGM5-AS1 < - - - = TP53 |————— miR-948 ————— | RUNX1T1
—

LOC481317 < — - - - TP53 |-—— — miR-948 ————— | IFNGR1

PR ——

Sekil 4.13. Olusturulan devrelerin txt formatindaki yapisi (a) ve bu devrelerin csv formatinda
tablolastirilmis versiyonlarina (b) ait 6rnek ekran goriintiisti.

Analizin baslatilmasinin ardindan, otomatik olarak diizenlenen dosyalama sistemi,
kullanicilarin  gerekli verilere kolayca ulasabilmesini saglamak {izere tasarlanmistir.
Devreler,  “Circuits” bashg altinda bulunmakta; farkli  tirdeki  devreler
“Total analysis_circuits” baghg altinda yer alirken, 6zellestirilmis ti¢lii devreler ise kendi
bagliklar1 altinda yer almaktadir. Tablo formatindaki dosyalar ise, “Molecular_interactions”

klasorii altinda ayni alt klasor isimleri ile sunulmaktadir.

Programda, kullanicilara ek analiz imkani sunan bir “GSEA analizi” boliimii mevcuttur. Bu
bolim, varsayilan olarak “GSEA analizi yapilmasin” secenegi ile isaretlenmis olup
kullanicilarin tercihine gore devre analizlerine ek olarak GSEA analizi yapacak sekilde
tasarlanmistir (Sekil 4.12.). GSEA analiz sonuglari, “GSEA_Results” baslikli ayr1 bir
klasorde sunulmaktadir. Bu sonuglar, varsayilan olarak GSEA kiitiiphanesinin {irettigi .CSV
formatindaki “prerank report” dosyasini ve “prerank” klasorii altindaki yolak grafiklerini
icermektedir. Ek olarak, program koduna entegre edilmis analizler ve grafikler sonucunda,
FDR < 0.25 olan en anlamli yolaklarin “Top Gene_Sets” isimli .csv formatindaki tablosu
ile “GSEA_Plots” klasori altinda yer alan ek GSEA grafigi, nokta grafigi ve ag analizi

sonuclar1 verilmektedir.
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Programin ismi “miRNA” ve “Circuits” kavramlariin birlestirilmesi ile “miRCuit” olarak
belirlenmistir. Olusturulan lokal program, “py” dosyasi formatinda GitHub platformuna

yiiklenmistir.

Programin GitHub baglantisi: https://github.com/miRcuit/miRcuit.

4.2.5. TCGA VERI ANALIZI

miRCuit kullanilarak elde edilen devrelerin iyeleri arasindaki etkilegsimleri dogrulamak
amaciyla, The Cancer Genome Atlas (TCGA) meme kanseri veri analizi Xena Browser (162)

kullanilarak gergeklestirilmistir.
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5. ARASTIRMA BULGULARI

Tez c¢aligmasi kapsaminda IDC ve normal/esli normal dokular arasindaki gen ifade
degisikliklerini incelemek amaciyla mikrodizin ve Yeni Nesil Dizileme (NGS)
teknolojilerinden elde edilen veriler analiz edilmistir. Elde edilen veriler dogrultusunda
diferansiyel olarak ifade edilen gen listeleri (DEG listeleri) olusturulmustur. Bu analizlerde,
gen ifadelerindeki degisikligin anlamliligi p degeri kullanilarak istatistiksel olarak

degerlendirilmistir.

Yeni Nesil Dizileme teknolojileri kullanilarak elde edilen verilerde yanlis kesif oran1 (FDR)
degerine gore filtreleme yapildiginda anlamli gen sayisinda biiyilk Olgiide azalma
gozlenmistir ve dzellikle devre analiz programinin verimli bir analiz gergeklestirebilmesi
icin yeterli sayida anlamli gen elde edilememistir. Bu nedenle analizlerde kullanilan p
degeri, anlamli genleri belirlemede daha genis bir gen kiimesi sunarak analizin kapsamin

arttirmistir.

Ayrica her iki teknoloji (mikrodizin ve NGS) i¢in veri analiz siire¢lerinin tutarli olmasini
saglamak adina, mikrodizin verilerinde de anlamli genlerin belirlenmesinde p degeri temel
almmistir. Bu yaklasim, her iki veri setinin de ayni istatistiksel kriterlere gore
degerlendirildigi bir analiz ortami saglamistir. Boylelikle, IDC ve normal dokular arasindaki

gen ifade farkliliklar tutarl bir sekilde belirlenmistir.

51. MIKRODIZIN VERi SETLERININ DIFERANSIYEL GEN IiFADE
ANALIZLERI VE iISTATISTIKSEL ANLAMLILIK DEGERLENDIRMESI

Mikrodizin verilerinin diferansiyel ifade analizleri sonucunda, gen ifadelerindeki
farkliliklarin istatistiksel olarak anlamliligin1 degerlendirmek amaciyla, gen listeleri
icerisinden p degeri 0.05’ten kiigiik olanlar istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
Analizler sonucunda yalnizca miRNA verisini iceren GSE40525 kodlu ¢alismaya ait 296,
GSE59247 kodlu calismaya ait ise 215 adet istatistiksel olarak anlamli miRNA
belirlenmistir. Diger transkriptom mikrodizin analizleri sonucunda elde edilen anlaml
molekiillerin sonuglar su sekildedir: GSE76250 kodlu ¢alismaya ait 9062 mRNA, 34
miRNA, 607 IncRNA, 783 TF; GSE45827 kodlu ¢alismaya ait 8689 mRNA, 93 miRNA,
175 IncRNA, 765 TF; GSE73540 kodlu calismaya ait 2159 mRNA, 39 miRNA, 186
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InNcRNA, 203 TF; GSE10797 kodlu ¢alismaya ait 1198 mRNA, 9 miRNA, 19 IncRNA, 118
TF; GSE22544 kodlu calismaya ait 4198 mRNA, 9 miRNA, 163 IncRNA, 396 TF ve
GSE59246 kodlu galismaya ait 4212 mRNA, 51 IncRNA, 382 TF elde dilmistir. Sonuglari
gosteren Ozet tablo Cizelge 5.1.’de verilmistir.

Cizelge 5.1. Mikrodizin verilerinin analizi sonucunda elde edilen diferansiyel olarak anlamli

ifade gosteren molekiiller (p<0.05).

Diferansiyel Olarak Anlamh ifade Gosteren Molekiiller (p < 0.05)

GSE Numarasi mRNA miRNA IncRNA TF Cahsma Tiirii
GSE40525 X 296 X X miRNA -mikrodizin
GSE59247 X 215 X X miRNA -mikrodizin
GSE76250 9062 34 607 783 Transkriptom mikrodizin
GSE45827 8689 93 175 765 Transkriptom mikrodizin
GSE73540 2159 39 186 203 Transkriptom mikrodizin
GSE10797 1198 9 19 118 Transkriptom mikrodizin
GSE22544 4198 9 163 396 Transkriptom mikrodizin
GSES59246 4212 51 382 Transkriptom mikrodizin

Toplam (Mikrodizin) 13742 534 942 1213

Sonugta tiim veri setlerinden elde edilen diizenleyici molekiil listeleri birlestirilmis ve
mikrodizin ¢aligmalarina gore toplamda 13742 mRNA, 534 miRNA, 942 IncRNA ve 1213

TF’in IDC ve normal dokular arasinda ifadelerinin anlamli sekilde degistigi belirlenmistir.

5.2.  YENI NESIL DiZILEME VERI SETLERININ DIFARENSIYEL GEN iFADE
ANALIZLERI VE iSTATISTIKSEL ANLAMLILIK DEGERLENDIRMESI

Yeni Nesil Dizileme verilerinin diferansiyel ifade analizleri sonucunda, gen ifadelerindeki
farkliliklarin istatistiksel olarak anlamliligimi degerlendirmek amaciyla, gen listeleri
icerisinden p degeri 0.05’ten kiiciik olanlar istatistiksel olarak anlamli kabul edilmigtir.
Analizler sonucunda yalnizca miRNA verisini iceren GSE29173 kodlu ¢alismaya ait 156,
GSE39162 kodlu ¢alismaya ait 181 ve GSE40049 kodlu ¢aligmaya ait 232 adet istatistiksel
olarak anlamli miRNA belirlenmistir. Diger RNA-Seq analizleri sonucunda elde edilen
anlamli molekiillerin sonuglar1 su sekildedir: GSE71651 kodlu ¢aligmaya ait 885 mRNA, 9
miRNA, 233 IncRNA, 59 TF ve GSE110114 kodlu ¢alismaya ait 7783 mRNA, 21 miRNA,
1242 IncRNA ve 718 TF elde edilmistir. Sonuglar1 gdsteren Ozet tablo Cizelge 5.2.°de

verilmistir.
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Cizelge 5.2. Yeni Nesil Dizileme verilerinin analizi sonucunda elde edilen diferansiyel
olarak anlamli ifade gosteren molekiiller (p<0.05).

Diferansiyel Olarak Anlamh ifade Gésteren Molekiiller (p < 0.05)

GSE Numarasi mRNA miRNA IncRNA TF Cahsma Tiirii
GSE29173 X 156 X X RNA-Seq (miRNA verisi)
GSE39162 X 181 X X RNA-Seq (miRNA verisi)
GSE40049 X 232 X X RNA-Seq (miRNA verisi)
GSE71651 885 9 233 59 RNA-Seq

GSE110114 7783 21 1242 718 RNA-Seq

Toplam (NGS) 8171 354 1389 740

Sonugta tiim veri setlerinden elde edilen diizenleyici molekiil listeleri birlestirilmis ve NGS
caligmalarina gore toplamda 8171 mRNA, 354 miRNA, 1389 IncRNA ve 740 TF’in IDC ve

normal dokular arasinda ifadelerinin anlamli sekilde degistigi belirlenmistir.

5.3. MIKRODIZIN VE YENIi NESIL DiZILEME VERILERI KULLANILARAK
DEVRELERIN OLUSTURULMASI

Mikrodizin ve NGS verilerinin analizleri sonucunda IDC ve normal dokular arasinda anlamli
ifade degisimi gosteren molekiiller belirlenmis ve miRCuit devre analiz programina
yiiklenmeye hazir mRNA, miRNA, IncRNA ve TF listeleri elde edilmistir. Listeler programa
yiiklenmis, her iki teknolojiden elde edilen veriler i¢in tiim dosyalarin esik degeri 1.5 kat

olarak belirlenmis ve analiz gerceklestirilmistir. Elde edilen sonuglar asagida verilmistir:
e Mikrodizin verilerinden elde edilen devreler

Mikrodizin verilerinden elde edilen analizler sonucunda 4 farkli tiirde devre olusturulmustur.
Bu devreler, baslik “4.2.3.4. Diizenleyici Devrelerin Olusturulmasi1” altinda tanimlanan
tiirlerle uyumlu olarak isimlendirilmistir. Her bir devre tiiriiniin toplamda icerdigi devre

sayis1 asagida belirtilmistir.

e Devre 1: Toplamda 458.014 devre,
e Devre 2: Toplamda 129.459 devre,
e Devre 3: Toplamda 100.924 devre,

e Devre 4: Toplamda 6.267 adet devre bulunmustur.

Analizler sonucundab, 6, 7, ve 8. tiirde devreler olusturulamamustir. Her bir devre tiiriine

ait ornek gosterim Sekil 5.1.°de verilmistir.

50



a) b) c) d)
TF miRNA mMRNA TF miRNA mRNA TF miRNA mRNA ncRNA TF miRNA MRNA
RUNX1 |- miR-513a-5p ————- | MAPK1 e I
GTF%EJ,,,,f,,TIR 133b | CcnBl R84 | map1e
SMAD4 |-—----- miR-513a-5p —-——-| MAPK1
SO0X4 |-——-——- miR-299-5p ————-—=| CSNK2A1 GTF2I |----— miR-133b -—-———-| ACTRZ
— I
HMGA1 |-——---— miR-486-5p ——--—| NUFIP2 RiR940 o] WAPIB
g
MBD4 |-———— miR-486-5p ————| NUFIP2 GTF2I |——— miR-133b ——— | FAM214A
50X4 |-—-—— miR-129-5p ————| SGPP1 .
PITX1 |-—----- miR-120-Sp -—-——| SGPPL | STF2L | miR-133b | YIPFS T MR- ——| SURL
———— — —
KLF6 |-——---- miR-129-5p ——-—| SGPP1
B ESR1 |-————— miR-484 ——————| CALM3 .
S0X4 |-—=-=-= MIR-519b-3p -—--— | DNAJBS e — PGMS-AS1 < = = = = TP53 |- MiR-940 -——-—=| SIPR1
SMAD4 |——---—— MiR-519b-3p ————— | DNAJBY I
MYC | == iR-484 —-=-=n=| CALM3
FOXA1 |——---— miR-133b ———— | cenBl - -
—
RUNX1 |-—----- miR-133b ——— | ccnBl L0C101928000 =543 ————=—=| | GHITM
KOMSB | ————— miR-133b | cenBl
FOXM1 |———--— miR-133b ———— | cenBl .
LOC401317 < - - - — TP53 |-———— miR-948 —————| RUNX1T1
SP1 |———— miR-133b ———| CCNBL E—
CREB1 |-—----— MiR-133b ———— | conel BCLG |-———— MiR-484 ———-— | cawm3
P —
BHLHE4® |-——--— miR-133b ——-—— | CccnBl — PGM5-AS1 < — — - — P53 | — MiR-940 —————| AUNXIT1

Sekil 5.1. Mikrodizin analizi sonucunda elde edilen farkli devre tiirlerine ait 6rnek gosterim
(@) Devre 1, b) Devre 2, c) Devre 3, d) Devre 4).

Mikrodizin analizleri sonucunda, transkriptom array’lerden gelen IncRNA verilerinin
smirliligl nedeniyle yeteri kadar molekiil etkilesimine ulagilamamis ve bu nedenle miRNA
bagimli IncRNA diizenleyici devreler ile TF bagimli IncRNA diizenleyici devreler

olusturulamamustir.
e NGS verilerinden elde edilen devreler

NGS verilerinden elde edilen analizler sonucunda 7 farkl: tiirde devre olusturulmustur. Bu
devreler, bashik “4.2.3.4. Diizenleyici Devrelerin Olusturulmasi” altinda tanimlanan
tirlerle uyumlu olarak isimlendirilmistir. Her bir devre tiirliniin toplamda icerdigi devre

sayis1 asagida belirtilmistir.
e Devre 1: Toplamda 202.635 devre,
e Devre 2: Toplamda 54.914 devre,
e Devre 3: Toplamda 39.583 devre,
e Devre 4: Toplamda 106.898 devre,
e Devre 5: Toplamda 4.443 devre,

e Devre 6: Toplamda 3 devre,
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e Devre 7: Toplamda 3 adet devre bulunmustur.

Analizler sonucunda 8. tiirde devre olusturulamamistir. Her bir devre tiiriine ait 6rnek

gosterim Sekil 5.2. ve Sekil 5.3’te verilmistir.

a)
TF miRNA mRNA
ASCL2 |-—----- miR-423-5p -—-———| GMIP
MYBL2 |-—--—-- miR-423-5p ——-—-=] GMIP
PBX2 |-———— miR-423-5p ———— | GMIP
AR |======= MiR=187 ==-——==| AGO2
TAL1 |-——— miR-107 —— | AGO2

GATAG |-====-= miR-187 ———-——=| AGO2

TP63 [--—---- MiR-187 -———-—| AGO2
E2F7 |-—--— miR-107 ———— | AGD2
KLF4 |======= MiR=107 =—=m=mm | AG02
PLAGl |-—---- miR-107 ————| AGD2

PPARG |-—----- miR-107 ——---| AGOZ

CEBPB |-—----- miR-107 —--—--| AGO2

E2F1 |-——— miR-107 ——— | AGO2
FOS |—-——--- MiR-107 —-———| AGO2
TCFL2 |——— miR-107 ———| AGO2
JUND |- miR-107 ———— | AGO2
POUZF2 |-—-—-— miR-187 ———--—| AGO2
PAXS |-———— MiR-107 ————— | AGO2

TF miRNA mRNA

TALL |-———— miR-107 ——————| AGO2
>

TPE3 |-————— miR-107 ——--——| AGOZ
—

PPARG |———— miR-107 ——————| AG02
—

CEBPB |—————— miR-107 —--——-| AG02
B

E2F1 |-———— miR-107 —-———| AGO2
N

TCF7L2 |-———v MmiR-107 ————— —| AGOZ
il

POU2F2 |-———-— miR-107 ---——-| AGO:

———————

EGR1 |-————— miR-107 —-———| AGO2

—

c)

TF miRNA mRNA

TALL |===—== miR-107 —=-——==| AGO2

.
PPARG |————- miR-107 —————| AGO2

— — —
CEBPB |——— miR-107 ————-| AGO2
S

—
TCF7L2 |-———— miR-107 -————| AGO2
N
R —
POU2F2 |——— miR-107 ————| AGO2
—_—
SNAI2 |-——=--= MiR-107 ------=| AGO2

—_ s

ncRNA TF miRNA mRNA
——>

107 ———| AGDZ
S

TMPO-ASL < - - - - E2F1 |— miR-107 ————| AGOZ

—

LINCO15@3 < - - - — EGEL\—:::JLR;lB? ———| AGO2
LINCO1503 < - - - - TF%_T ,,_ T e
THPO-ASL < - - - - E]FEIE:;; EE;:—_—TEm
J
SNHG? = = = = = E2F1 \:777 miR-187 ——--—| KIF23

———

Sekil 5.2.NGS analizi sonucunda elde edilen farkli devre tiirlerine ait 6rnek gosterim 1 (a)

Devre 1, b) Devre 2, ¢) Devre 3, d) Devre 4).

a)

ncRNA TF

HAND2-AS1 < - - - -

RRN3P2 < - - - - AR |

[,

Sekil 5.3. NGS analizi sonucunda elde edilen farkli devre tiirlerine ait 6rnek gosterim 2 (a)

Devre 5, b) Devre 6, ¢) Devre 7).
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NGS analizleri sonucunda, miRNA bagimli IncRNA diizenleyici devreler’e ait toplamda 7,
TF bagimli IncRNA diizenleyici devreler’e ait ise toplamda 169 adet devre olusturulmustur.

Bu iki devre tiiriine ait 6rnek gosterim Sekil 5.4.’te verilmistir.

a) b)
LncRNA miRNA MRNA LncRNA TF mRNA
————————— = - —— e = = ==
CASC15 |———-—— miR-130b-3p ---—- —| RASD1 EMX20S <———— AR ————> KLB
————————————————— > R
_________ > e s
CASC15 |-—-—— miR-130b-3p ——- :':I_C255 FBXL19-AS1 <——————— AR —————— > NPM2
_______________ >
_________ - .
CASCLS |-———— miR-130b-3p —————] DSC3 FBXL19-AS1 <——-——— AR ————m e > NIPAL
_______________ >
————————— =
CASC15 |-——-——- miR-130b-3p ---—- —]socs2 | === ===-- >
_________________ > FBXL19-AS1 <——-——-— AR ——-—-—-> TASOR2
_______________ >
————————— =
CASC15 |-—— — miR-13@b-3p ———— o T L e >
————————————————— > FBXL19-AS1 <—--———- AR —--—-—-> PKN3
________________
>
CASC15 |-—-—— miR-13@b-3p ---———| SORBS2 |  _ _ _ __ ___ 5
"""""""""" > FBXL19-AS1 <—--——-- AR —--—-—-> STEAP4
,,,,,,,,,,,,,,, -~
7777777777
CASC15 |-=—-—— miR-130b-3p --—-- —| TP .
""""""""""" > FBXL19-AS1 <—--———- AR ——-—-—-> GJB1
_______________ -
_________
FBXL19-AS1 <————— AR~ > SLC1AL
_______________ >

Sekil 5.4. NGS analizi sonucunda elde edilen farkli devre tiirlerine ait 6rnek gosterim 3 ()
miRNA bagimli IncRNA diizenleyici devreler, b) TF bagimli IncRNA diizenleyici devreler).

Devre analizleri sonucunda hem mikrodizin hem de NGS verilerinden elde edilen 4. devre
tiirtine ait mRNA listelerine GSEA uygulanmistir; ancak miRNA, TF ve IncRNA
listelerindeki molekiil c¢esitliligi GSEA i¢in yetersiz oldugundan zenginlestirme islemi

yalnizca mRNA listeleri lizerinde gergeklestirilmistir.

5.4. MIKRODIZIN VE YENI NESIL DiZILEME VERILERI KULLANILARAK
OLUSTURULAN DEVRELERIN GSEA ANALIZI

Mikrodizin ve NGS verileri kullanilarak olusturulan 4. devre tiirii, her iki teknolojiden de
gelen verilerin birlikte degerlendirilebilmesi ve karsilastirilabilmesi i¢in belirlenen en uygun

devre tiirtidiir ve GSEA yo6ntemi ile kapsamli sekilde analiz edilmistir. Her iki platformdan
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elde edilen sonuclar asagida sunulmustur.

Bu analiz, devredeki mRNA’larin biyolojik

yollarla olan iligkilerini ortaya koymak amaci ile gerceklestirilmistir.

- Mikrodizin verileri kullanilarak olusturulan devrelerin GSEA ydntemi ile analizi:

Mikrodizin verileri kullanilarak olusturulan devrelerin GSEA yontemi ile analizi sonucunda,

FDR <0.25 olan en anlaml ilk 5 yolak “E2F Targets, G2-M Checkpoint, Myc Targets,

Mitotic Spindle” ve “Interferon Alpha Response” olarak belirlenmis, listenin tamami1 Sekil

5.5.’te verilmistir.

Term

E2F Targets
G2-M Checkpoint
Myc Targets V1
Mitotic Spindle

MTORCL1 Signaling

Spermatogenesis

DNA Repair

Protein Secretion

Myc Targets V2
Estrogen Response Late
Estrogen Response Early

UV Response Up
Inflammatory Response
|Apoptosis

Apical Junction
Cholesterol Homeostasis
Xenobiotic Metabolism
Bile Acid Metabolism
Myogenesis

Fatty Acid Metabolism

KRAS Signaling Up
UV Response Dn
Hypoxia
[Adipogenesis

Interferon Alpha Response

Unfolded Protein Response

Interferon Gamma Response

Epithelial Mesenchymal Transition

NES
3.6916606483010463
3.4380015912818496
2.553205207812253
2.2728693905836495
2.071510923122535
2.0103965715199803
1.9941178805410293
1.9903639241845297
1.9539515403200194
1.679205900836155
1.6632061746105509
1.4593314422632164
1.431161211147613
1.2471379288149291
1.2420174902122347
-1.397964211351397
-1.4052798009940388
-1.4730273833116785
-1.5229103584231358
-1.5670458038762447
-1.6392172766620345
-1.719817862274581
-1.7414191042195857
-1.7763623482310302
-1.820922411134281
-1.8699720223842486
-1.971253842392812
-2.273750862195346

NOM p-val
0.0

0.0
0.0030120481927710845
.0

0.0
0.003048780487804878

0.01
0.01937046004842615
0.053497942386831275
0.03773584905660377
0.14788732394366197
0.18181818181818182
0.08839050131926121
0.08082191780821918
0.06114130434782609
0.06485671191553545
0.02560819462227913
0.02857142857142857
0.0013605442176870747
0.00430416068866571
0.0
0.002628120893561104
0.0013531799729364006
0.0

0.0

FDR g-val
0.0

0.0
0.003239522170479854
0.0038244358957053833
0.004049402713099818
0.003711952487008166
0.004949269982677555
0.03212526152392522
0.033622313436040906
0.10427211986232031
0.1097491966088848
0.2452781071934747
0.2346853839058739
0.21251522260532293
0.2207742375579115
0.16728120244022812
0.13421254583179376
0.11283858681749709
0.0751428. 76

Lead_genes
RRMZ2;BUB1B;UBE2T,SPAG5;ATADZ2,ANP32E,KPNAZ;PTTG1;BIRCS;EZH2;NUDT21;KIF3
TTK;CENPF;NEK2;UBE2C;KPNA2;TPX2;PBK;SLC38A1;PTTG1;BIRC5;,CCNA2;EZH2;KIF]
YWHAE;KPNA2;CCNA2;MCM4;DHX15;HPRT1;PRPSZ;ILF2;VDAC1;FAM120A; XPOT;ACP
YWHAE;ANLN;TTK:CENPF;NEK2; TPX2;EZR;BIRCS;KIF 2C:KIF23;KIF4A,ARFGEF1;PDLI
C1S;IFI44L;RSAD2;,CMPK2;IFI30;MX1;,LAMP3;DDX60;0AS1;PNPT1;IFI2Z7,PARPY;IFIH1;H
RRM2;PNP;ACTR2;DDIT4;M6PR;BUBL;SLC7A11;STIP1;RIT1;RAB1A; TFRC;MCM4;SORI]
DDIT4;KDELR3;YWHAZ;SLC7AS;PAIP1;DNAJC3;MTHFD2;VEGFA;PDIA6;LSM4;FKBP14;
TTK;NEK2;EZH2;KIF2C;BUB1;CLGN;MAP7;DBF4;GRM8;STAM2;STRBP;RFC4,NCAPH
TMED2;ALYREF;PNP;NUDT21;CMPK2;HPRT1;RFC3;RFC5;ARL6IP1;,CANT1;RFC4;NME|
TPD52,TMEDZ;ANP32E,AP2B1,RAB14,ARFGEF1;M6PR; SNAP23 ARFGEF2;MAPKL
MCM4;SORD; TMEM97;NOLC1;CBX3;HSPEL
CDH1;FGFR3;SFN;CELSR2;TPD52L1;KIF20A;CA2;NRIP1;LLGL2;CDC6;PRLR;STIL;SER
RAB17;SFN;CELSR2;CELSRL, TTC39AMUC1, TPD52L1;KRT8;REEPL;NRIPL;MLPH;RAS!
C1S:IFI44L;PNP;RSAD2;CMPKZ2;IFI30;RNF213;MTHFD2;CASP3;:MX1;0AS2;SPPL2A;GCI
EPCAM;CA2;STIP1;RASGRP1;TFRC;PPAT;GGH;FKBP4;CASP3;HSPA13;AGO2; AT P6 V1
NMUR1,ADM;PROKZ;EREG;GPC3;SLC4A4;CXCL6;HBEGF;IL6;IL1R1;FZD5;PTGER2;NLI
CAV1,TGFBR3;EREG;EMPL;IL6;BMP2;DCN;ANXAL;CLU;MMP2;CCND2;AVPR1A;BNIP3L}
CALBZ;GNAILADAMTSS;CLDN11;COL17A1;CD209;NEGR1;PECAM1;FBN1;MMP2;VCL;
LPL;GNAIL;CLU;ANTXR2:AVPR1A;FABP5;ALDOC
HSD17B2,CD36;IGF1,PDK4;NDRG2;AKR1C3;MAN1AL; XDH;IL1R1;ABCD2;HACL1;AOX1;
LIPE;SLCO1A2;BBOX1;ACSL1;ABCD2;HACL1;ALDH1A1;BMP6;ACSL5;ABCA9;OPTN

0.0477503339681096
0.04618707898701077
0.039735099337748346
0.031122985532785717
0.02529630787596282
0.014069294829889435
0.0017053690702896285

CD36;IGF1;FHL1;MYH11;SORBS1;DMD;MYOM1;HBEGF CASQZ;ACSL1;FGF2;CLUMY(]
CD36;ACOT2;GPD1;A0C3;CA6;MGLL;ACSL1;MEL;ALDH1AL;ACSL5;ACSL4;GABARAPL!
MFAPS5;SFRP1;PCOLCE2;0XTR;TGFBR3;MEST;MATN2;PTHLH;CXCL12;,CXCL6;ABI3BH
F13A1;PIGR;RELN;SNAP25;PTGS2;EREG;CFH;SLPI;TMEM100;AKAP12,EMP1;IGF2;HB|
CAV1;PLPP3;TGFBR3;PRKAR2B;MGLL;DLCL;EFEMP1;ADGRL2;VLDLR;ADD3; TFPI;PTH
ADM;CAV1;PCK1;STBD1;AKAP12;GPC3;PLIN2;VLDLR;IL6;DCN;RRAGD;CDKN1C;PFKFH
LEP;CD36;LPL;ITIH5;LIPE;ENPP2;ANGPT1;SORBS1;PLIN2;MGLL;C3;LIFR;PTGER3;ME.

Sekil 5.5. Mikrodizin verileri kullanarak olusturulan devrelerin GSEA yontemi ile analizi
sonucunda zenginlesen yolaklar (FDR<0.25).

Analiz sonucunda zenginlesen yolaklar Sekil 5. 6.’da nokta grafigi ile gorsellestirilmis, bu

yolaklarin ag yapist ise Sekil 5.7.’de sunulmustur.
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MSigDB_Hallmark 2020

E2F Targets
G2-M Checkpoint - % Genes
Myc Targets V11 ® o0
Mitotic Spindle
Interferon Alpha Response - . e
mTORC1 Signaling 10910 ¢
Unfolded Protein Response - IM
Spermatogenesis 1 Iz'0

1.8

DNA Repair 1
Adipogenesis -

25 0.0 25 50
NES

Sekil 5.6. Mikrodizin verileri kullanilarak olusturulan devrelerin GSEA yontemi ile analizi
sonucunda zenginlesen yolaklarin nokta grafigi.
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Unfolded Protein Response

E2F Targets

G2-M Checkpoint

Myc Targets V1
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"\ Spermatogenesis

mTORC1 Signaling

DNA Repair .

Sekil 5.7. Mikrodizin verileri kullanilarak olusturulan devrelerin GSEA yontemi ile analizi
sonucunda zenginlesen yolaklara iliskin ag yapis.

- NGS verileri kullanilarak olusturulan devrelerin GSEA yontemi ile analizi:

NGS verileri kullanilarak olusturulan devrelerin GSEA yontemi ile analizi sonucunda, FDR
<0.25 olan en anlaml ilk 5 yolak “G2-M Checkpoint, E2F Targets, Mitotic Spindle,
Interferon Gamma Response” ve “Interferon Alpha Response” olarak belirlenmis, listenin

tamamu Sekil 5.8.’de verilmistir.
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Term NES NOM p-val FDR g-val Lead_genes

G2-M Checkpoint 3.899564971250903 0.0 0.0 TOP2A;UBE2C;BUB1;RAD21;TPX2;KIF4A;EXO1;KIF15;AURKA;NUSAP1;MKI67;KNL1;NEK2;,PRC1
E2F Targets 3.892667941128182 0.0 0.0 TOP2A;RRM2;RAD21;KIF4A;DLGAPS;AURKA;MKI67;BUB1B;ESPL1;MELK;KIF18B;RACGAP1;CIT;|
Mitotic Spindle 3.2931837422054975 0.0 0.0 TOP2ABUBL TPX2 KIF4A KIF15;DLGAPS AURKA;ANLN;NUSAP1, NEK2,PRC1,ESPL1;RACGAPL;

Interferon Gamma Resp 3.24021 4046 0.0 0.0 TAP1,CD274,CCL5;ITGB7,0AS2;SLAMF7;0AS3;IL2RB; IFI44L;EPSTI1;NLRCS;SAMDIL;DDX60; V¢

Interferon Alpha Response 3.1972363075756762 0.0 0.0 TAP1;LAMP3;IFI44L;EPSTI1;SAMD9;SAMDSL ;DDX60;0AS1;PARP14;MX1;IFIT2;1ISG20;PARPS;IFI|
Allograft Rejection 2.9243164108392086 0.0 0.0 TAP1.TAP2;PTPRC;CD80; TRAT1;CCL5;CCRS5;IL2RB;KLRD1;IL12B:CD3E;F YB1;MAP4K1;LCPZ;IL

mTORCL Signaling 2.534195497582047 0.0 0.0 RRM2;BUBL;AURKA;CXCR4;CORO1A,DAPP1;SLA,CDC25A;TFRC;ADIPOR2; TMEM97;STARD4; T.
Inflammatory Response 2.319255579633638 0.0 0.0 CCL5;LAMP3;IL7R;SLAMF1;CD48;IL2RB;IL12B;CD69;LCP2;RGS1;CYBB;INHBA;GPR132;0LR1;0!
TNF-alpha Signaling via NF-kB 2.2138237911787724 0.0 0.0004666083406240887 TAP1;,CD80;CCL5;IL7R;IL12B;CD69;TNFAIP3;BIRC3;BCL2AL;IFIT2;INHBA;OLR1;SLC16A6;TNFA]
Complement 2.0250601903377894 0.0 0.0054593175853018365 SERPINAL,CCL5;F5;HPCAL4;CR2;SPOCK2;PIK3CG;ITIHL;PLA2GT;HSPALA;GNB4; TNFAIP3;LCP!

Spermatogenesis 1.9970846223750276 0.0 0.005821999522786925 LDHC;BUB1;AURKA;NEK2;NCAPH;CCNB2;KIF2C;SCG3;CDK1;,CAMK4;TTK

Myc Targets V1 1.5347896665722058 0.03718199608610567 0.12554680664916884 CDC45;MAD2L1;KPNA2;,CCNA2;XPOT;MCM2

Xenobiotic Metabolism -1.6487214223962547 0.02510460251046025 0.16905092133940955 AKR1C2,CYP26A1;,CD36;ADH1C;F10;ALDH3AL ACSM1;AKR1C3;PTGES;PDK4;MAOA;ARGZ;IGFH
Adipogenesis -2.2075362874300097 0.0019193857965451055 0.0009510600356647513 CIDEA;LEP;FABP4,ACADL;ADIPOQ;ANGPTL4;CD36;LIPE;LPL;GPX3;ITGA7;SNCG;TST;SORBS1;

Myogenesis -2.4634088967815013 0.0 0.0 CFD;STC2;CD36;SLC6AB;SGCG;NCAM1;MYOMZ; TNNT3;GPX3;ITGA7; TPM2;SORBS1;MYL3;SPH
Fatty Acid Metabolism -2.549625125336403 0.0 0.0 CA4;CIDEA ACADL,GPD1,G0S2,CD36, HMGCS2,ADH1C;ALDH3AL

Sekil 5.8. NGS verileri kullanilarak olusturulan devrelerin GSEA yontemi ile analizi
sonucunda zenginlesen yolaklar (FDR <0.25).

Analiz sonucunda zenginlesen yolaklar Sekil 5. 9.’da nokta grafigi ile gorsellestirilmis, bu

yolaklarin ag yapisi ise Sekil 5.10.’da sunulmustur.

Interferon Gamma Response -
Interferon Alpha Response -
Allograft Rejection

MTORC1 Signaling
Inflammatory Response -
TNF-alpha Signaling via NF-kB -

Fatty Acid Metabolism -

MSigDB Hallmark 2020

E2F Targets
Mitotic Spindle -

Myogenesis 1

% Genes
in set

. 0.60

0.80

1.00
1

FOR

[ [ i
Noow
oo (=]

25 00 25 5.0
NES

Sekil 5.9. NGS verileri kullanilarak olusturulan devrelerin GSEA yontemi ile analizi

sonucunda zenginlesen yolaklarin nokta grafigi.
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Inflammatory Response

Interferon Alpha Response

TNF-alpha Signaling via NF-kB

mTORC1 Signaling

N Allograft Rejection

Mitotic Spindle

EZFT:V

Sekil 5.10. NGS wverileri kullanilarak olusturulan devrelerin GSEA yontemi ile analizi
sonucunda zenginlesen yolaklara iligkin ag yapisi.

55. MIKRODIZIN VE YENi NESIiL DiZIiLEME VERILERINDEN ELDE
EDILEN SONUCLARIN KARSILASTIRILMASI

Mikrodizin ve NGS platformlarindan elde edilen tiim bulgular, kapsamli bir sekilde
degerlendirilmis ve aralarindaki iliski incelenmistir. Iki farkli platformdan (teknolojiden)
elde edilen sonuglar, bu analizlerin genetik regiilasyon mekanizmalar1 {izerindeki etkilerini

degerlendirmek amaciyla asagida sunulmustur.
- DEG Listelerinin Karsilastirtlmasi

Mikrodizin ve NGS veri setlerinin DEG analizleri sonucunda anlamli ifade degisikligi
gosteren mRNA, miRNA, IncRNA ve TF listeleri karsilagtirilmistir. Bu karsilagtirmanin
sonuclar, Venny 2.1.0 veri tabami kullanilarak olusturulan Venn diyagramlar1 ile

gorsellestirilmistir (Sekil 5.11.).
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a) Mikrodizin mRNA NGS mRNA b) Mikrodizin miRNA NGS miRNA

Q
22.1%) [265 %)

c) Mikrodizn IncRNA NGS IncRNA d) Mikrodizin TF NGSTF

‘ ‘B.s*)

Sekil 5.11. Mikrodizin ve NGS veri setlerinin DEG analizleri sonucunda anlamli ifade
degisikligi gosteren mRNA, miRNA, IncRNA ve TF listelerinin karsilastirilmasi (a) mRNA
verilerinin karsilastirilmasi, b) miRNA verilerinin karsilastirilmasi, ¢) IncRNA verilerinin
karsilastirilmasi, d) TF verilerinin karsilagtirilmast.).

1729
m.2%)

1165
(553%)

Sonugta mikrodizin ve NGS verileri arasinda mRNA’larin %41.6’s1 (6442 mRNA),
miRNA’larin %22.1’1 (161 miRNA), IncRNA’larin %10.6’s1 (224 IncRNA) ve TF’lerin
%47.3’1 (627 TF) ortak olarak belirlenmistir.

- Regiilatif Devrelerin Karsilastirilmast

Mikrodizin ve NGS veri setlerinin diferansiyel ifade gosteren mRNA, miRNA, IncRNA ve
TF listelerinden iiretilen devreler karsilastirllmistir. Karsilagtirma islemi, devrelerin .csv
formatindaki tablo wverileri kullanilarak Python 3.12.0 ortaminda gergeklestirilmistir.
Mikrodizin verileri kapsaminda yalnizca dort farkli devre tiiri mevcut oldugundan, elde

edilen sonuclar bu dort devre tiirii ile sinirli kalmistir. Karsilastirma sonucunda:
e Devre 1: Toplamda 23.475 adet regiilatif devre,
e Devre 2: Toplamda 7.069 adet regiilatif devre,

e Devre 3: Toplamda 5.195 adet regiilatif devre ortak olarak bulunmustur. Devre 4 ise,

ortak bir regiilatif devre icermemektedir.
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- Genlerin Zenginlestigi Yolaklarin Karsilastirilmasi

Devrelerin GSEA yontemi ile gergeklestirilen gen seti zenginlestirme analizi sonucunda,
mikrodizin ve NGS devrelerinden elde edilen mRNA’larin zenginlestigi yolaklar
degerlendirilmis ve FDR <0.25 kriterini tasiyan en anlamli yolaklar karsilastirilmistir.
Sonuglar, Venny 2.1.0 veri tabami kullanilarak olusturulan Venn diyagramlar1 ile

gorsellestirilmistir (Sekil 5.12.).

13 ortak yolak:
Mikrodizin NGS E2F Targets

G2-M Checkpoint

Myc Targets V1

Mitotic Spindle

Interferon Alpha Response
mTORC1 Signaling
Spermatogenesis
Interferon Gamma Response
Inflammatory Response
Xenobiotic Metabolism
Myogenesis

Fatty Acid Metabolism
Adipogenesis

Sekil 5.12. Gen Seti Zenginlestirme Analizi (GSEA) sonucunda belirlenen yolaklarin
mikrodizin ve NGS devreleri arasinda karsilastirilmasi.

Sonuglar, her iki platformdan elde edilen devreler arasinda %41.9 oraninda (13 yolak) ortak

yolak bulundugunu ortaya koymustur.

56. TCGA VERI ANALIZi

Veri analizi sonucunda yalnizca NGS veri setlerinden elde edilen 6zel diizenleyici devreler
(miRNA-bagimli IncRNA diizenleyici devreler ve TF-bagimli IncRNA diizenleyici
devreler) belirgin sekilde IncRNA CASC15’e odaklanmistir. Diger diizenleyici devre
elemanlar ise, transkripsiyon faktorii KLF5, miR-130b-3p ve hedef genler RASD1, CD55,
DSC3, SOCS2 ve SORBS?2 olarak belirlenmistir (Sekil 5.13.).
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a) miRNA-bagimh IncRNA diizenleyici devreler

b) TF-bagimii IncRNA diizenleyici devreler

CASC15 |---———— miR-130b-3p -————--| RASD1
_________________ -
————————— >

CASC15 |---——-- miR-130b-3p ————-—| CD55
_________________ -
————————— >

CASC15 |-———- miR-130b-3p —————— | DSC3
_________________ >
————————— >

CASC15 |---—-—— miR-130b-3p —————— | S0CS2
_________________ =
————————— >

CASC15 |-——--— miR-130b-3p —--———- | SORBS2

CASC15 < KLF5 > RASD1
_______________ >
———————— >

CASC15 < KLF5 > CD55
_______________ >
———————— >

CASC15 < KLF5 > DSC3
_______________ >
———————— >

CASC15 < KLF5 > S0CS2
_______________ >
———————— >

CASC15 KLF5 > SORBS2

Sekil 5.13. miRCuit tarafindan olusturulan CASC15 bagimli diizenleyici devreler.

miRCuit kullanilarak elde edilen devrelerin iiyeleri arasindaki iliskilerin bagimsiz veri
setiyle dogrulanmasi amaciyla, Sekil 5.13’te sunulan CASC15, miR-130b-3p, KLF5 ve
hedeflerinin ifade profilleri, TCGA meme kanseri veri seti (GDC BRCA) kullanilarak UCSC
Xena araciligiyla analiz edilmistir. miR-130b-3p’nin, normal dokulara kiyasla meme timorii
dokularinda anlamli derecede fazla ifade edildigi, buna karsin diger genlerin ve IncRNA

CASCI15’in tiimor orneklerinde normal 6rneklere kiyasla anlamli derecede az ifade edildigi

bulunmustur (Sekil 5.14.).
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Sekil 5.14. TCGA’den elde edilen 1091 meme tiimdrii ve 105 normal doku Orneginde
CASC15, KLF5, RASD1, CD55, DSC3, SOCS2, SORBS2 ve miR-130b-3p’nin ifadelerinin
degerlendirilmesi (t-testi, p<0.01).
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6. TARTISMA

Gen ifadesi, ¢ok sayida diizenleyici molekiiliin karmagsik etkilesimleri tarafindan kontrol
edilen dinamik bir siiregtir. Diizenleyici molekiillerin ifadelerinde meydana gelen
degisimlerin, meme kanseri basta olmak iizere pek c¢ok hastaligin olusumunda ve
gelisiminde kritik bir role sahip oldugu bilinmektedir. Bu baglamda, gen ifadesinin
diizenlenmesine iliskin siireclerin sistem biyolojisi yaklasimi ile biitlinciil sekilde ele
alinmasi ve in silico ortamda biyolojik devrelerin ve aglarim1 kurgulanmasi, pek ¢ok
hastaligin tanisinda ve yeni tedavi yaklasimlarimin gelistirilmesinde bliylikk 6nem

tasimaktadir (5-7,10,17).

Tez galigsmasi kapsaminda, biyolojik devrelerin ve aglarin kurgulanmasi amaci ile miRCuit
isimli yeni bir devre analiz programi gelistirilmistir. Mikrodizin ve Yeni Nesil Dizileme
(NGS) ¢alismalarindan elde edilen bulgular, yeni gelistirilen program kullanilarak kapsamli
bir sekilde analiz edilmistir. Gelistirilen programin performans: ve ozellikleri
degerlendirilerek her iki teknolojiden elde edilen verilerin biyolojik ¢iktilar1 ve teknolojik

farkliliklar1 detayl bir sekilde asagida tartisilmistir.
Veri Analizinde Teknik Platformlarin Etkisi ve “Batch Effect” Degerlendirmesi

Bu calismada, mikrodizin ve NGS verileri birlestirilmeksizin her iki platform kendi i¢inde
ayr1 olarak analiz edilmis ve sonuglar biyolojik karsilastirmalar yapilabilecek sekilde
degerlendirilmistir. Mikrodizin ve NGS verilerinin ayr1 analiz edilmesi, her iki platformun
kendine 6zgii biyolojik ve teknolojik 6zelliklerinin daha net bir sekilde anlagilmasini
saglamistir. Bununla birlikte, platform i¢i meta-analiz yaklasimlarinin uygulanmasinin,
verilerdeki teknik varyasyonlari ortadan kaldirarak istatistiksel giivenilirligi artirma ve
biyolojik anlami daha giiclii bir sekilde ortaya koyma potansiyeline sahip oldugu

diistiniilmektedir.

Verilerin birlestirilmesinde dikkate alinmasi gereken “Batch effect”, ozellikle yiiksek
boyutlu gen ifade analizlerinde teknik degiskenliklerin biyolojik sinyalleri maskelemesine
neden olabilmektedir. Bu tiir etkilerin giderilmesi amaciyla meta-analiz yaklasimlarinin
kullanilmasinin, platformlar arasinda biyolojik sinyallerin daha dogru bir sekilde

tanimlanmasini saglayabilecegi belirtilmektedir. Mikrodizin verilerinde sinirli gen kapsami
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ve IncRNA'larin yeterince temsil edilmemesi gibi faktorlerin, meta-analiz modelleri
araciligiyla telafi edilebilecegi ongoriilmektedir. Benzer sekilde, NGS verilerinin genis gen
kapsam1 sunmasinin, birlestirilmis bir analiz ¢ergevesinde daha fazla biyolojik ¢ikti

saglayabilecegi degerlendirilmektedir.

Ayrica, NGS ve mikrodizin teknolojilerinin biyolojik siirecleri farkli yonlerden yansittig
g6z Oniinde bulundurulmalidir. NGS, RNA seviyelerindeki dinamik degisimleri yiiksek
¢Oziiniirliikte yakalayarak daha detayl1 bir biyolojik goriiniim saglarken, mikrodizin belirli
bir gen kiimesi ile smirli oldugundan bazi molekiiler o6zellikleri kapsam disinda
birakabilmektedir. Bu iki teknoloji arasindaki farkliliklarin, batch effect'in minimize
edilmesi yoluyla daha dogru bir sekilde degerlendirilmesi ve elde edilen sonuglarin

karsilastirilabilirliginin artirilmast miimkiin hale gelebilmektedir.

Bu tez kapsaminda, her ne kadar meta-analiz uygulanmamis olsa da, platformlarin ayr1 ayri
degerlendirilmesi, her bir teknolojinin biyolojik ¢iktilarinin bagimsiz olarak analiz
edilmesine olanak tanimistir. Bununla birlikte, bu ¢alismada batch effect'in modellenmemesi
nedeniyle, 6zellikle mikrodizin verilerindeki sinirlamalar dolayisiyla elde edilen bazi

diizenleyici devrelerin kapsaminin daralmis olabilecegi diistintilmektedir.

Sonug olarak, tez caligmasi kapsaminda miRCuit programinin fonksiyonel olarak ¢alisip
calismadiginin belirlenmesine odaklanildigi i¢in, batch effect'in dogurabilecegi "istatistiksel
yanlis pozitif / yanlis negatif" durumlar1 goz ardi edilerek ¢aligma tamamlanmis ve sonuglar

buna gore degerlendirilmistir.
miRCuit Programinin Gelistirilmesi ve Biyolojik Ag Analizine Katkisi

Biyolojik devreler ve aglarin daha kapsamli bir sekilde anlasilmasi ve bunun sonucunda
hiicresel siireclerin daha iyi modellenmesine duyulan ihtiyag, pek ¢ok biyoinformatik aracin
gelistirilmesine olanak saglamistir. Bununla birlikte, diizenleyici devre analiz araglari, meme
kanseri de dahil olmak iizere c¢esitli hastaliklarin altinda yatan karmagik molekiiler
etkilesimleri agiklama potansiyelleri nedeniyle giderek daha fazla dikkat cekmektedir.
Gilinimiizde miRNA-hedef gen, IncRNA-miRNA, TF-hedef gen ve mIRNA-TF
etkilesimleri gibi ikili iliskileri tanimlamak {izere tasarlanmis pek c¢ok wveri tabani

bulunmaktadir (137-141). Buna ek olarak, diizenleyici devreler iizerine yapilan arastirmalar,
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cogunlukla mevcut ¢gevrimici araglar veya programlar kullanilarak miRNA veya IncRNA
merkezli gl iligkilerin  olusturulmasina odaklanmaktadir (163-166). Ancak bu
molekiillerin hiicre i¢indeki diizenleyici rolleri géz oniline alindiginda, bu tiir devreler

biyolojik siiregleri sistematik olarak agiklamada yetersiz kalabilmektedir (13,76-78).

Son yillarda yapilan aragtirmalar, mRNA, miRNA, IncRNA ve TF molekiilleri arasindaki
etkilesimlerin, meme kanseri de dahil olmak {izere ¢esitli hastaliklarin anlagilmasinda ve
yeni tedavi yaklagimlarinin gelistirilmesindeki énemini vurgulamaktadir (94,97,167,168).
Ancak giiniimiizde, bu etkilesimleri birlikte degerlendiren biitiinciil bir yaklasim ve bu
etkilesimlerin sonucunda diizenleyici bir ag kurgulayabilen aktif bir program
bulunmamaktadir (15,100,169-175). Gelistirilen devre analiz programi miRCuit mRNA-
MIRNA-INCRNA-TF dortlii devrelerine biitiinciil bir yaklasim getirerek literatiirdeki bu
boslugu doldurmay1 hedeflemektedir (Cizelge 6.1.).

Cizelge 6.1. miRCuit ve farkli molekiiler etkilesim programlarinin karsilastirilmasi.

Entegre Edilen Veri Hedeflenen

Tabam Sayis1 Etkilesim Tipi Hastalik Cikt Dosyasi Programlama Dili Kullanier Arayiizii Erigim

Program Adi Girdi dosyasi

IncRNA-mRNA iligkili

GDCRNATools TCGA veya TARGET DEG analizi, fonksiyonel

(Lietal, 2018) veri doyas: 4 farkh veri tabam enflojan RlI{A_Inr Kanser senginlestirme analizi R/Bioconductor paketi Hayir / R arayiizii Github
diizenleyici a1
RegNetwork TF, miRNA ve mRNA y g E " . . ) .
(Liu etal, 2015) semboli 25 farkli veri tabami TF-miRNA-hedef gen Genel Regiilasyon aglart Java, JavaScript ve Python Evet Erigim yok
LncACTdb mRNA, miRNA ve . IncRNA-mRNA- . - . ; -~ ,
(Wang et al, 2022) IncRNA ifade verisi 9 farkh veri tabam MiRNA Farkli hastaliklar Regiilasyon aglar MySQL, Javave R Hayir /R arayiizi ~ Web tabanh
miRGTF-net N
(Nersisyan eraf, ~RNA vemRNAifade 4 o) eri tabam miRNA-gen-TF Meme kanseri Regilasyon aglan Python Hayr Python
dosyas1 araylizii
2021)
miRmapper miRNA - mRNA
(da Silveira et al,, ctkilegim listesi ve 3 farkl veri tabam TF-miRNA-hedef gen Genel Regillasyon alan R Hayir Github
2018) toplam DEG listesi
TFTF e " N TR TF-Hedef Regiilasyon ag " -
(Wang, 2024) TF sembolii 7 farkh veri tabani TF-hedef gen Genel analizi R Evet Github
mRNA, miRNA, mRNA-miRNA- e, G dos
miRCuit IncRNA, TF DEG 11 farkh veri taban IncRNA-TF dorilii Genel ¥ i ¥ Python Evet Github

aglar ve zenginlegtirme

listesi devre o
analizi

Bununla birlikte miRCuit, web tabanli bir program olmayip kullanicilarin GitHub {izerinden
erisim saglayacaklar1 bir program olarak sunulmustur. Programin calistirilabilmesi igin
GitHub’ta detayli olarak anlatildigi gibi bazi programlarin/kiitiiphanelerin kullanici
bilgisayarina indirilmesi ve kurulumlarinin yapilmasi gerekmektedir. Bu durum, ¢alismanin
bir limitasyonu olarak degerlendirilebilir; fakat programin kurulum ve kullanimina iliskin
tiim detaylarin yer aldig1 bir kullanim kilavuzu GitHub sayfasinda yer almaktadir. Gerekli
islemler sonucunda miRCuit, kullanicilara dosyalarini yiikleyip kullanabilecekleri kolay bir

ara yiiz sunmaktadir.
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Ayrica miRCuit, farkli platformlardan gelen ifade verilerini analiz edebilecek sekilde
tasarlanmistir. Bagka bir deyisle, girdi dosyasi olarak farkli NGS veya mikrodizin
platformlarindan elde edilen hedef gen, miRNA, IncRNA ve TF ifade verilerini
kullanmaktadir. Bu sayede, ifade verilerinin ¢esitli hastaliklar i¢in analiz edilebilmesi ve

hastaliklar ile iligkili devrelerin tasarlanmasi saglanmaktadir.

miRCuit, devrelerin olusturulmasi igin ikili etkilesimlerin tamamini degerlendiren ve bu
etkilesimlerin uygun sekilde birlestirilmesini saglayan stratejilere sahip bir program olarak
tasarlanmis olup kullanicilara 4.2.3.4. Diizenleyici Devrelerin Olusturulmas: baslig altinda
sunulan, Devre 1’den Devre 8’e kadar farkli devre tiirlerini ara ¢iktilar olarak sunmaktadir.
Ayrica miRCuit, miRNA-bagimli IncRNA diizenleyici devreler ve TF-bagimli IncRNA
diizenleyici devreler olmak iizere kullanicilara iki 6zel diizenleyici devre sunmaktadir. Bu
islemler siiresince, 11 farkli veri tabanindan elde edilen veriler kullanilarak devrelerin

olusturulmasi saglanmaktadir (Sekil 6.1.).

| a) Teorik Ikili Iliskiler | |©) Ortak Etkilesimler ve Diizenleyici Devreler
AW mg\!::'nR:A :" ﬁr:\ lnclﬁi:-r:R-NA miRNA - mRNA etkilesim listesi
DEG miRNA @ miRNA - IncRNA ~ TF-miRNA  IncRNA - miRNA miRNA- IncRNA etkilesim Listesi
Listeleri | crna A @—A *—@ A-—>@ miRNA - TF ctilesim listesi
miRNA - TF TF -IncRNA IncRNA - TF* TF — mRNA etkilesim listesi
— — VN
TF * . * * A TF —miRNA etkilesgim listesi
TF - IncRNA etkilegim listesi
b) Literatiir Tabanh fkili fliskiler | IncRNA ~ mRNA etkileginm listesi
miRNA - mRNA Kkitiiphanesi . — IncRNA — miRNA etkilegim listesi
: g;j?;f?’arBusz, miRNA — IncRNA kiitiiphanesi @ — A IncRNA - TF etkilegim listesi
= LncCeRBase, miRNA - TF kiitiiphanesi Q@ — % 1
* LncTarD, f .
« miRDB, TF - mRNA kiitiiphanesi Y% — 1 .
= miRTarBase, mp TF-miRNA kiitiiphanesi >
. TFLink peme K —@ Av-rkl— @ — |
= TRRUST, TF - IncRNA kiitiiphanesi Y — A IncRNA TF miRNA mRNA
= RNA Interactome Database, IncRNA — mRNA kiitiiphanesi A > m I
* TargetScan, . . .
= TransmiR IncRNA —miRNA kiitiiphanesi Ve > . —4: Pozitif regilasyon
) —: Negatif regiilasyon
IncRNA — TF kiitiiphanesi A -+ Reglilasyon pozitif veya negatif
+——s: Regiilasyon karsilikli, pozitif veya negatif,

Sekil 6.1. miRCuit devre analiz programinin ikili ve c¢oklu iligkileri hesaplama ile
diizenleyici devreleri kurgulamaya yonelik algoritmasinin sematik gosterimi (a) Teorik ikili

Devrelerin olusturulmasi sirasinda kullanilan veri tabanlari, ikili molekiil etkilesimlerini
iceren (MiRNA-MRNA, miRNA-IncRNA, miRNA-TF, TF-mRNA, TF-miRNA, IncRNA-
MRNA, IncRNA-miRNA ve INcRNA-TF) veri tabanlari olup elde edilen bu etkilesimler
deneysel verilere, tahmin yaklasimlarina, literatiir verilerine ve hesaplamali yaklagimlara

dayanmaktadir (Cizelge 4.2.). Tiim bu veri tabanlarinin sisteme aktarilmasi ve biyolojik
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devrelerin bu veri tabanlarinin hepsinden gelen sonuglar1 temel alarak diizenleyici devreler
ve aglar kurgulamasi, gelistirilen programin ve elde edilen devrelerin giivenilirligini

arttirmakta ve hedeflenen biitiinciil analiz yaklagimini desteklemektedir.

miRCuit devre analiz programi kullanilarak yapilan analiz sonucunda elde edilen devreler,
kullanim ve analiz agisindan kolaylik saglayan dogrusal bir formatta kullanicilara
sunulmaktadir (Sekil 6.1c.). Lineer formatta verilen gorsel dosyalarin yani sira,
kullanicilarin ileri diizey analizler i¢in kullanabilecekleri tablo formatinda dosyalar da her
analiz i¢in ¢ikt1 olarak verilmektedir. Ayrica miRCuit, benzeri diger araglardan farkli olarak,
kullanicilarin her bir ifade dosyasi icin esik degerlerini se¢gmesine imkan sunmakta ve
boylece arastirmacilara kendi Ornek gruplari arasinda (6rnegin timor/normal, tedavi
edilen/tedavi edilmeyen vb.) ne kadar ifade varyasyonunu dikkate almak istediklerini
belirtebilecekleri bir boliim sunmaktadir (Sekil 4.12.).

Programin bir diger degerli uygulamasi, analizden elde edilen gen listeleri ile Gen
Zenginlestirme Analizi’nin (GSEA) gergeklestirilebilmesidir. Bu sekilde, insan Molekiiler
Imza Veritabani’na (The Molecular Signature Database, MSigDB) erisim saglanmakta ve
burada bulunan 9 ana koleksiyona ile alt koleksiyonlara ayrilmis toplamda 34.837 gen seti
icerisinden devre elemanlariin zenginlestigi yolaklar belirlenmektedir (155,156). Analiz
sonucunda zenginlesen genler ve yolaklar listelenerek bu yolaklar temelinde GSEA grafigi,

nokta grafigi ve aglar olusturulmaktadir.

Bunlarla birlikte, programin veri dosyasi olarak DEG listelerine ihtiya¢ duyuyor olmas,
programin bir limitasyonu olarak degerlendirilebilir. Ayrica, GSEA’nin kendi
algoritmasinin bir gereksinimi olarak Gen Zenginlestirme Analizi’'ni gerceklestirmek igin
yeterli sayida gen iceren bir listeye duyulan gereksinim, programin bir diger siirlamasini

olusturmaktadir (154).

Boylelikle tez ¢aligmasi siiresince tasarlanan programin literatiirdeki 11 farkli veri tabanim
tarayarak kanmitlanmis ikili ve tgli iliskileri kullanmasi ile biitiinlesik devreler ortaya
koymasi, olusturulan bu biitlinlesik devrelerin karmasik bir ag yapisindan ziyade okunmasi
ve analiz edilmesi kolay lineer bir formatta sunulmasi, programin igerisinde kullaniciya
sunulan segenekler ile analizin arastirmacinin ihtiyaglarima 6zgii kisisellestirilmis bir

formatta veriliyor olmasi ve diger arastirma alanlarindan arastirmacilara farkli bir yaklagim
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getirme amacinin bulunmasi ile miRCuit, biyolojik aglarin ve gen diizenleme siireglerinin
daha derinlemesine anlasilmasina katki saglayacak giiclii bir arag olma potansiyeline

sahiptir.
mMiRCuit Kullanilarak Elde Edilen Sonuclarin Degerlendirilmesi

Tez galismasi kapsaminda, GEO’dan elde edilen 8 mikrodizin ¢aligmasina ait toplamda 490
invaziv duktal meme kanseri tiimor ve 122 normal/esli normal dokusu ile 5 Yeni Nesil
Dizileme (NGS) calismasina ait toplamda 179 invaziv duktal meme kanseri timor ve 51
normal/esli normal dokusu ile DEG analizi gergeklestirilmis ve elde edilen sonuglardan
mRNA, miRNA, IncRNA ve TF veri listeleri olusturulmustur. Bu listeler hem mikrodizin
hem de NGS calismalar i¢in ayr1 ayri miRCuit programina yiiklenerek analiz edilmis, Gen
Zenginlestirme Analizleri (GSEA) yapilmis ve grafikleri ¢izilmistir. Elde edilen bulgular
dogrultusunda, toplamda 8 farkli diizenleyici tip ile iki farkli 6zel tipte devre olusturma
kapasitesi olan miRCuit programindan, mikrodizin verileri igin 4, NGS verileri i¢in 7 farkli
tipte devre elde edilmistir. Ayrica, NGS verileri i¢in miRNA bagimli IncRNA diizenleyici
devrelere ait toplam 7, TF bagimli diizenleyici devrelere ait ise toplamda 169 devre
olusturulmustur. GSEA analizi, mikrodizin ve NGS verilerinden elde edilen tiim diizenleyici
elemanlar1 igeren Devre 4’e uygulanmistir. Sonugcta, her iki veri setinden gelen Devre 4’iin
elemanlar arasinda ortak regiilatif molekiil bulunmamasina karsin, regiile ettikleri yolaklar

kanser yolaklarinda zenginlesmis ve bu yolaklarin %41.9’u ortak bulunmustur (Sekil 5.12.).

Bunun nedeninin, mikrodizin ve NGS yontemlerinin farkli biyolojik 6zellikler ve 6lgiim
yontemleri kullaniyor olmasindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. NGS, mikrodizin
teknolojisine gore daha genis ve detayl bir analiz sunarak RNA seviyelerindeki dinamik
degisimleri yansitmada daha hassas bir sonug¢ ortaya koymaktadir. Buna ek olarak, farkli
analiz tekniklerinin kanser ile ilgili benzer yolaklar {izerinde zenginlesmesi, her iki veri
setinden gelen molekiillerin de kanser biyolojisinde dnemli olan yolaklar1 vurguladigini

gostermektedir (176,177).

Ayrica mikrodizin verileri kullanilarak tiim devre tiirlerinin olusturulamamasi, mikrodizin
teknolojisinin sinirlamalarindan kaynaklaniyor olabilmektedir. Mikrodizin teknolojisinin
sabit bir hedef kiimesine odaklanmasi ve prob dizilerinin tanimlanmis IncRNA’lar1 yeterince

kapsamiyor olmasi, bu sinirlamalarin temel nedenleri arasinda yer almaktadir. Baska bir
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deyisle, NGS tabanli caligmalarda IncRNA’lar daha zengin bir sekilde ortaya koyulabilirken,
mikrodizin tabanli ¢alismalarda bu molekiil ile ilgili verilerin simirli olmasi, tiim devre
tiirlerinin olusturulamamasina neden olmustur. iki farkli teknolojiden elde edilen sonuglarin
karsilastirilmas1 siirecinde, mikrodizin verilerindeki siirli IncRNA igeriginin, analiz
sonuglarimi etkileyen dnemli bir faktor oldugu degerlendirilmistir. Bu durum, mikrodizin
tabanli ¢alismalarin, 6zellikle IncRNA’larin kapsamli bir sekilde analiz edilmesinde yeterli

olmayabilecegini gostermektedir (176,177).

Meme Kanseri Gelisiminde IncRNA Tabanl Diizenleyici Devrelerin Rolii ve Biyobelirteg
Potansiyelleri

Meme kanseri olusumu ve gelisiminde IncRNA’larin transkripsiyonel ve post-
transkripsiyonel siirecler ile ilgili diizenleyici etkileri goz 6ntinde bulunduruldugunda, bu
rollerin devreler ve aglar araciligi ile ortaya koyulmasi 6nem kazanmaktadir. Bu amagla tez
calismas1 kapsaminda, miRCuit devre analiz programi, 6zel IncRNA tabanli devreler
olusturacak sekilde tasarlanmis ve sonugta NGS verilerinden miRNA bagimli IncRNA
diizenleyici devreler i¢in toplamda 7, TF bagimli IncRNA diizenleyici devreler i¢in ise

toplamda 169 devre olusturulmustur (EK 2).

NGS verilerinden elde edilen diizenleyici devrelerde, literatiirle uyumlu olarak IncRNA
CASC15, miR-130b-3p ve transkripsiyon faktorii KLF5, meme kanseri gelisiminde en
onemli molekiiller olarak o6ne ¢ikmistir (Sekil 5.13.). LncRNA CASCI15’in meme
kanserinde yiiksek oranda ifade edildigi, hiicre proliferasyonunu, invazyonu ve timor
biiylimesini tetikledigi ve onkogen olarak islev gordiigii bilinmektedir (178-180).
Transkripsiyon faktorii KLF5 ise, meme kanseri hiicrelerinin go¢ ve invazyonunda kritik bir
rol oynamaktadir. Zhou ve arkadaglarmin yaptigi caligmada KLF5’in meme kanseri
hiicrelerinde baskilanmasinin, hiicre prolifarasyonunu ve metastaz1 azalttigi gosterilmistir
(181). Diger bir 6nemli devre elemani olan miR-130b-3p, meme kanserinde hem onkojenik
hem de tiimor baskilayici etkiler gosterebilmektedir. miR-130b-3p’nin meme kanseri
hastalarinda yiiksek oranda ifade edildigi, bununla birlikte PTEN genini hedef alarak
hastalarda kemoterapi direnci gelistirdigi Miao ve arkadaslar1 tarafindan yapilan
caligmalarda ortaya konmustur (182). miR-130b-3p’nin meme kanserinde artan ifadesinin,

hiicre invazyonu ve gog¢iinde 6nemli bir rol oynadigi gosterilmistir. Bu nedenle, miR-130b-
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3p’nin meme kanseri metastazi i¢in potansiyel bir biyobelirteg olabilecegi diisiintilmektedir
(183). Bununla birlikte Shui ve arkadaglarinin yaptig1 ¢alismada, invaziv meme kanseri
MDA-MB-231 hiicrelerinde, erken evre invaziv olmayan meme kanseri MCF-7 hiicrelerine
kiyasla miR-130b-3p’nin ifadesinin gorece diisiik oldugu gosterilmis ve miR-130b-3p’nin
hiicre invazyonu ve gogilinii in vitro ortamda anlamli sekilde baskilayabilecegini ortaya
koymustur. Yapilan bu ¢alismada, miR-130b-3p’nin meme kanseri hiicrelerinin metastazini
Notch ligandin1 (Delta-like 1) hedef alarak baskilamakta oldugu gosterilmis ve MMP-9 ve
VEGF gibi metastaz ile ilgili proteinlerin ifade seviyelerini azaltarak hiicrelerin invazyonunu

ve migrasyonunu inhibe ettigi kaydedilmistir (183).

Meme kanseri olusumu ve gelisimi mekanizmalarinin derinlemesine aydinlatiimasinda
CASC15, KLF5 ve miR-130b-3p’nin regiilatif iliskilerinin incelenmesi 6nem
kazanmaktadir. Bu baglamda farkli diizenleyici devreler, siirecin aydinlatilmasina katkida
bulunsa da, devre analizi sonucu ortaya koyulan ve IDC/normal dokular arasinda anlamli
sonugclar veren devrelerin biitlinciil yaklagimina dair literatiirde ¢alismalar bulunmamaktadir.
Ornegin, yapilan bir ¢alismada CASC15’in meme kanserinde miR-153-3p’yi baskilayarak
KLF5’in ifadesini arttirdig1 ve bu mekanizmanin KLF5/CASC15/miR-153-3p arasinda bir
pozitif besleme dongiisii olusturdugu ortaya konmustur (178). Baska bir ¢aligma, miR-
217°nin ¢l negatif meme kanseri hiicrelerinde KLF5’in ifadesini baskiladigini ve bu
durumun hiicre proliferasyonu ve invazyonunun azalmasina neden oldugunu ortaya
koymustur. Bu baglamda miR-217/KLF5 ekseni, terapotik bir hedef olarak
degerlendirilmistir (181). Yu ve arkadaslarinin yaptigi ¢alisma ise, CASC15’in, miR-130b-
3p’yi baskilayarak metastaz ve proliferasyonun desteklendigini belirtmektedir (178).
Sonugta CASC15, miR-130b-3p ve KLF5'in meme kanseri patogenezi ve progresyonunda

onemli diizenleyici molekiiller oldugu belirlenmistir.

Buna ek olarak yapilan TCGA veri analizi, miR-130b-3p’nin hedefleri {izerindeki
baskilayici etkisini ve KLF5 ile CASCI15 arasindaki pozitif iliskiyi dogrulamistir. Bulgular,
meme kanserinin patogenezinde INCRNA-mMiRNA-TF-mRNA etkilesimlerinin 6nemini
vurgulayan diizenleyici devrelerle uyumlu bulunmustur. Ozellikle bu molekiillerin terapotik
hedefler olarak yiiksek bir potansiyele sahip olmasi ve meme kanseri tedavisinde yeni

yaklasimlar sunabilme potansiyeli, CASCI15, KLF5 ve miR-130b-3p devrelerinin
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diizenleyici rolii ve mekanizmalarinin biyobelirte¢ olarak degerlendirilebilmesi agisindan

biiyiik 6nem tagimaktadir.

Tez galismas1 kapsaminda tasarlanmis olan miRCuit devre analiz programi kullanilarak
olusturulan devrelerin literatiir ile uyumlu sonuglar vermis olmasi, gelistirilen bu yeni
programin giivenilirligini desteklemektedir. Bu baglamda, miRCuit tarafindan olusturulan
diger devrelerin de biyobelirte¢ potansiyelleri agisindan incelenmeye deger olduklari

diistiniilmektedir.

Sonug olarak, miRCuit, ifade verilerinin analizine dayal1 analitik bir yaklasim benimseyerek
cesitli hastaliklar ve biyolojik kosullar i¢in diizenleyici devreler ve aglar tasarlamak
amaciyla kullanilabilecek bir program 6zelligi tasimaktadir. Bu yaklagimin, meme kanseri
de dahil olmak iizere ¢esitli hastaliklar i¢in yeni biyobelirteglerin 6nerilmesini ve gelecekte

etkili tedavi stratejilerinin gelistirilmesini miimkiin kilacag: diistintilmektedir.
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EK 2: NGS VERILERINDEN ELDE EDILEN MIiRNA BAGIMLI LNCRNA
DUZENLEYIiCi DEVRELER iLE TF BAGIMLI LNCRNA DUZENLEYICi
DEVRELER

1. miRNA-bagimh IncCRNA Diizenleyici Devreler

InNcRNA miRNA mMRNA
--------- >

CASC15 |------- miR-130b-3p ------- | RASD1
_________________ >
--------- >

CASC15 |------- miR-130b-3p ------- | CD55
_________________ >
--------- >

CASC15 |------- miR-130b-3p ------- | DSC3
_________________ >
--------- >

CASC15 |------- miR-130b-3p ------- | SOCS2
_________________ >
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CASC15 |------ MiR-130b-3p ------- | INHBB
_________________ >
--------- >

CASC15 |------- MiR-130b-3p ------- | SORBS2
_________________ >
--------- >

CASC15 |- MiR-130b-3p ------- | TEPI
_________________ >

. TF-bagimh IncRNA Diizenleyici Devreler

IncRNA TF MRNA
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FBXL19-AS1 <------- s g— > NPM2
_______________ >
-------- >

FBXL19-AS1 <------- . J— > NIPAL
_______________ >
-------- >

FBXL19-AS1 <------- 2 J— > TASOR2
............... >
-------- >

FBXL19-AS1 <------- . J— > PKN3
............... >
-------- >

FBXL19-AS1 <------ . J— > STEAP4
_______________ >
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FBXL19-AS1 <------— i J— > GJB1
_______________ >
-------- >

FBXL19-AS1 <-----— i J— > SLC1A1
_______________ >
-------- >

LEF1-AS1 <------- N s p— > PLLP
_______________ >
-------- >

CASC15 <------- KLF5 ------ > SLC7A11
............... >
-------- >

CASC15 <------- KLF5 ------ >RASD1
_______________ >
-------- >
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CASC15 <---rmm- KLF5 ------- > TSPAN7

_______________ >
-------- >

CASC15 <----mm- KLF5 ------ > TNFAIP3
_______________ >
-------- >

CASC15 <------- KLF5 ------- > RIPOR2
_______________ >
-------- >

CASC15 <------- KLF5 ------- > SERINC2
_______________ >
-------- >

CASC15 <----n-- KLF5 ------- > DSC3
_______________ >
-------- >

CASC15 <------- KLF5 ------ > PROML1
_______________ >
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CASC15 <-----m- P p—— > NPL
_______________ >
-------- >

CASC15 <------- KLF5 ------- > MX1
_______________ >
-------- >

CASC15 <------- KLF5 ------- > CD55
............... >
-------- >

CASC15 <-----m- KLF5 ------- >PLACS
............... >
-------- >

CASC15 <------- P p—— > DOCKS
_______________ >
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> D3

> SORBS2

> TMEM52

> S0CS2

> DHRS3

>TBC1D10C
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-------- >

LINC00958 <------- KLF5 ------- > SGCA
_______________ >
-------- >

LINC00958 <------- KLF5 ------- > PLINS
_______________ >
-------- >

LINC00958 <------- KLF5 ------- > PPARGCI1A
_______________ >
-------- >

LINC00958 <------- KLF5 ------- > TNFSF12
_______________ >
-------- >

LINC00958 <------- KLF5 ------- >SLC1A1
_______________ >
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LINC00958 <------- KLF5 ------ > RBL1
_______________ >
-------- >

LINC00958 <------- KLF5 ------- > PRPH
_______________ >
-------- >

LINC00958 <------- KLF5 ------ > SPSB4
............... >
-------- >

LINC00958 <------- P p—— > MFAP5
............... >
-------- >

LINC00958 <------- KLF5 ------ > NPR3
_______________ >
-------- >

103



LINC00958 <------- KLF5 ------- > SSTR3

_______________ >
-------- >

LINC00958 <------- KLF5 ------- > TMEM100
_______________ >
-------- >

LINC00958 <------- KLF5 ------- > TCN1
_______________ >
-------- >

LINC00958 <------- KLF5 ------- > PCK1
_______________ >
-------- >

LINC00958 <------- KLF5 ------- > ZDHHC11
_______________ >
-------- >

LINC00958 <------- KLF5 ------- > RNF128
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-------- >

LINC00958 <------- KLF5 ------ > RGS1
_______________ >
-------- >

LINC00958 <------- KLF5 ------ > SHISALL
_______________ >
-------- >

LINC00958 <------- P p—— > SERPINBY
_______________ >
-------- >

FENDRR <------ ] = g— > OAS1
_______________ >
-------- >

FENDRR <------ ] = g— > TMC6
_______________ >
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> SPRY?2

> PDCD1LG2

> TUSC1

> TSNAXIP1

>TLE1
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FENDRR <------- E2F7 ------- > MDK

_______________ >
-------- >

FENDRR <------- [y — > INAFM1
_______________ >
-------- >

FENDRR <------- 7]y — > VEGFC
_______________ >
-------- >

FENDRR <------- 7] — > TAGLN
_______________ >
-------- >

FENDRR <------- 7] — > RNASE4
_______________ >
-------- >

FENDRR <------- ]y — > TRABD2A
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> |ER2

> RASSF2

> GPC1

> HEBP1

> MTFR2
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FENDRR <------- [y — >PTN
_______________ >
-------- >

FENDRR <------- [y — > VNN2
_______________ >
-------- >

FENDRR <------- [y — > FERMT1
_______________ >
-------- >

FENDRR <------- 7] — > PTX3
............... >
-------- >

FENDRR <------- ]y — > GALNT3
_______________ >
-------- >
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FENDRR <------- 7] — > TMEM52B

_______________ >
-------- >

FENDRR <------- 7] — > RAB26
_______________ >
-------- >

FENDRR <------- 7]y — > KRT15
_______________ >
-------- >

FENDRR <------- Sy — > WDFY1
_______________ >
-------- >

FENDRR <------- Sy — > LCAT
_______________ >
-------- >

FENDRR <------- [y — >NUDCD1
_______________ >
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FENDRR <------- ] = g— > SGTB
_______________ >
-------- >

FENDRR <------- ] = g— > KIF2A
_______________ >
-------- >

FENDRR <------- ] = g— > SNAP23
............... >
-------- >

FENDRR <------- ] = g— > PER1
............... >
-------- >

FENDRR <------- ] = g— > SLFN5
_______________ >
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FENDRR <------- Sy —— > IGFBP5
_______________ >
-------- >

FENDRR <------- 7] — > SH3RF2
_______________ >
-------- >

FENDRR <------- [y — > ZNFX1
_______________ >
-------- >

FENDRR <------- Sy — > FMN2
............... >
-------- >

FENDRR <------- 7] — > SLC25A21
_______________ >
-------- >

FENDRR <------- 7] — > RECQL
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> SMAP2

> PYROXD?2

> NIPAl

> RCAN1

> LAP3
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FENDRR <------- ] = g— > SLC22A4
_______________ >
-------- >

FENDRR <------- ] = g— > SMTN
_______________ >
-------- >

FENDRR <------- ] = g— > STC2
............... >
-------- >

FENDRR <------- ] = g— > MCAM
............... >
-------- >

FENDRR <------- ] = g— > TRIM59
_______________ >
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FENDRR <------- 7] — > KIF18A
_______________ >
-------- >

FENDRR <------- Sy —— > TUBB2B
_______________ >
-------- >

FENDRR <------- 7]y — > RAD54B
_______________ >
-------- >

FENDRR <------- Sy — > GULP1
_______________ >
-------- >

FENDRR <------- Sy — > IGF2BP3
_______________ >
-------- >

FENDRR <------- ]y — > GIT2

115



>TTI1

> NPL

> MRC2

> GPX4

> SHF
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FENDRR <------- E2F7 ------ >PCOLCE
_______________ >
-------- >

FENDRR <------- Sy — > HMOX2
_______________ >
-------- >

FENDRR <------- E2F7 ----mv > IFIH1
_______________ >
-------- >

FENDRR <------- Sy — > RTEL1
............... >
-------- >

FENDRR <------- 7] — > PNPLA3
_______________ >
-------- >
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FENDRR <------- Sy —— > STRIP2

_______________ >
-------- >

FENDRR <------- [y — > MX1
_______________ >
-------- >

FENDRR <------- ]y g—— > PCBP4
_______________ >
-------- >

FENDRR <------- 7] — > SLC35G2
_______________ >
-------- >

FENDRR <------- Sy — > NBN
_______________ >
-------- >

FENDRR <------- 7] — > KNTC1
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> LY6K

> UGCG

> |ISYNAL

> XDH

> LMNA
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FENDRR <------- 7] — > PLPP6
_______________ >
-------- >

FENDRR <------- 7] — > SPAG1
_______________ >
-------- >

FENDRR <------- [y — > STK17B
_______________ >
-------- >

FENDRR <------- 7] — > LOXL4
............... >
-------- >

FENDRR <------- ]y — > MFAP4
_______________ >
-------- >
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> HSPA1A

> PLACS

>RMND1

> SLC22A17

> MEX3D

> NAV3
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FENDRR <------- ] = g— > LPXN
_______________ >
-------- >

FENDRR <------- ] = g— > GPSM1
_______________ >
-------- >

FENDRR <------- ] = g— > OAS3
............... >
-------- >

FENDRR <------- ] = g— > UBE2T
............... >
-------- >

FENDRR <------- ] = g— > OLR1
_______________ >
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FENDRR <------- [y — > LZTS2
_______________ >
-------- >

FENDRR <------- [y — > NEMP1
_______________ >
-------- >

FENDRR <------- 7] — > SLC20A1
_______________ >
-------- >

FENDRR <------- 7] — > KIF23
............... >
-------- >

FENDRR <------- ]y — > UBR?
_______________ >
-------- >
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FENDRR <------- Sy —— > 1SG20

_______________ >
-------- >

FENDRR <------- ] = g— > IL4I1
_______________ >
-------- >

FENDRR <------- ] = g— > ITGAE
_______________ >
-------- >

FENDRR <----- ] = g— > PDLIM4
_______________ >
-------- >

FENDRR <------ ] = g— > SDC2
_______________ >
-------- >

FENDRR <------ ] = g— > MRGPRF
_______________ >
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FENDRR <------- ] = g— > HERC5
_______________ >
-------- >

FENDRR <------- ] = g— > LMOD1
_______________ >
-------- >

FENDRR <------- ] = g— > LTBP4
............... >
-------- >

FENDRR <------- ] = g— > GALNT15
............... >
-------- >

FENDRR <------- ] = g— > SPON2
_______________ >

125



FENDRR <------- 7] — >PTMS
_______________ >
-------- >

FENDRR <------- [y — > PHYHD1
_______________ >
-------- >

FENDRR <------- 7]y — > TM4SF1
_______________ >
-------- >

FENDRR <------- Sy — > FHL2
_______________ >
-------- >

FENDRR <------- Sy — > FHL1
_______________ >
-------- >

FENDRR <------- 7] — > RNF19A

126



> |FIT1

>MET

> PACSIN3

> RBPMS

> SQLE
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> FLVCR2

> HSPB6
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Breast Cancer Pathways: Toward Systems
Medicine in Oncology
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Abstract

A systems medicine understanding of the regulatory molecular circuits that underpin breast cancer is essential
for early cancer detection and precision/personalized medicine in clinical oncology. Transcription factors (TFs),
microRNAs (miRNAs), and long non-coding RNAs (IncRNAs) control gene expression and cell biology, and by
extension, serve as pillars of the regulatory circuits that determine human health and disease. We report here the
development of a regulatory circuit analysis program, miRCuit, constructing 10 different types of regulatory ele-
ments involving messenger RNA, miRNA, IncRNA, and TFs. Using the miRCuit, we analyzed expression profil-
ing data from 179 invasive ductal breast carcinoma and 51 normal tissue samples from the Gene Expression
Omnibus database. We identified eight circuit types along with two special types of circuits, one of which high-
lighted the significant roles of IncRNA CASC15, miR-130b-3p, and TF KLF5 in breast cancer development and
progression. These findings advance our understanding of the regulatory molecules associated with breast can-
cer. Moreover, miRCuit offers a new avenue for users to construct circuits from regulatory molecules for poten-
tial applications to decipher disease pathogenesis.

Keywords: systems medicine, breast cancer, genomics regulation, integrative biology, data analysis program,
network medicine

Introduction these processes significantly contribute to the identification
of new biomarkers (Lu etal., 2021).
reast cancer is a complex, multifactorial disease with For example, transcription factors (TFs), microRNAs

heterogeneous clinical phenotypes, and the most fre- (miRNAs), and long non-coding RNAs (IncRNAs) play
quently diagnosed cancer type among women worldwide critical roles in the regulation of gene expression and cell
(GLOBOCAN, 2020; Polyak, 2011). Breast cancer encom-  biology, and by extension, serve as pillars of the regulatory
passes numerous subtypes, each exhibiting distinct biologi-  circuits that determine human health and disease (Cannell
cal characteristics, treatment responses, and prognostic etal., 2008; Lambert et al., 2018; Mitsis et al., 2020; Shaath
models (Denkert et al., 2018; Feng, 2023; Kim et al, etal,2021; Wuetal., 2014).
2020). Notably, invasive ductal carcinoma (IDC) is recog- The regulation of gene expression occurs primarily at two
nized as the most prevalent subtype. There is a growing levels: transcriptional and post-transcriptional (Mitsis et al.,
need for new molecular targets that can help foster diagnos-  2020). While TFs serve as the principal elements in regulat-
tic and therapeutic innovation in breast cancer (Marrugo-  ing gene expression at the transcriptional level, miRNAs
Padilla et al., 2022; Xu et al., 2024; Zhao et al., 2022). In  modulate regulatory processes at the post-transcriptional
this context, understanding the mechanisms of gene regula-  level (Cannell et al., 2008; Lambert et al., 2018). Generally,
tion and identifying the molecular interactions involved in TFs enhance gene expression levels, whereas miRNAs

1Bi':necll.rmlog]-r Institute, Ankara University, Ankara, Turkey.
“Intergen Genetics and Rare Diseases Diagnosis Center, Ankara, Turkey.
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typically reduce them (Ghafouri-Fard et al., 2021; Lozano-
Velasco et al., 2024; Pande, 2021; Rani and Sengar, 2022).
Additionally, IncRNAs significantly influence both tran-
scriptional and post-transcriptional regulatory prosses,
exerting either positive or negative effects at nearly every
stage of gene expression regulation (Shaath et al., 2021;
Statello et al., 2021; Wu et al., 2014). Change in the expres-
sion of these regulators may alter the expression of other
interacting molecules, leading to the development of vari-
ous diseases, including breast cancer (Dong et al., 2018;
Poursheikhani et al., 2021; Rao, 2017; Wang et al., 2017;
Yangetal., 2014; Yuetal., 2017; Zhu et al., 2021).

TFs play a critical role in processes such as the prolifera-
tion, invasion, and migration of breast cancer cells. For
instance, it has been demonstrated that TFs increase invasion
in breast cancer cells through signaling pathways (Du et al.,
2023; Willis et al., 2015; Wu et al., 2021). Moreover, miRNAs
play significant roles in various cancers, with studies revealing
that miRNA expression is disrupted in tumor tissues compared
with normal tissues (Denli et al., 2004; He et al., 2019; Melt-
zer, 2005). The repressive effects of miRNAs on target genes
contribute to processes such as proliferation, invasion, and
metastasis in breast cancer cells (Amir et al., 2016; An et al.,
2021). Furthermore, IncRNAs also play a significant regula-
tory role in cellular processes and can engage with TFs to exert
oncogenic functions. Taken together, changes in the expres-
sion of these regulatory molecules can alter the expression of
other interacting molecules, ultimately laying the foundation
for the development of breast cancer. Consequently, under-
standing the effects of these molecular networks and circuits
in breast cancer is crucial for elucidating the pathological
mechanisms of the disease and developing targeted and preci-
sion/personalized medicine strategies.

Regulatory circuit analysis tools have increasingly gained
attention for their potential to elucidate the complex molecular
interactions underlying various diseases, including breast can-
cer. Existing programs, which we summarized in Table 1, are
mostly designed for identifying binary relationships, including
miRNA-target gene, IncRNA-miRNA, TF-target gene, and
miRNA-TF interactions (Li et al., 2018; Liu et al., 2015; Ner-
sisyan et al., 2021; da Silveira et al., 2018; Wang et al., 2022;
‘Wang, 2024). However, these tools are often limited to either
binary or triple relationships, leaving a gap in the comprehen-
sive analysis of multi-layered regulatory networks. We report
here the development of a regulatory circuit analysis program,
miRCuit, constructing 10 different types of regulatory circuits
involving messenger RNA (mRNA), miRNA, IncRNA, and
TFs, and a robust mechanism for integrating quadruple cir-
cuits that helps address this knowledge gap in particular.

Materials and Methods

The present study used publicly available data and did not
require informed consent and research ethics board approval.
The study was conducted under the overall research ethics
oversight of the authors’ institutions.

‘We identified mRNAs, miRNAs, IncRNAs, and TFs that
exhibit significant differential expression between IDC and
normal or adjacent normal tissues. Additionally, we devel-
oped a circuit analysis tool called miRCuit that elucidates the
regulatory interactions among these molecules. The steps both

KARAOGLU AND DEDEOGLU

for the differential expression analysis and program develop-
ment are presented in Figure 1.

Construction and Analysis of Datasets
Selection of datasets

Next-generation sequencing (NGS) datasets containing
invasive breast cancer (IDC) and normal/adjacent normal
breast tissues were searched in the Gene Expression Omni-
bus (GEO) (GEO, 2024) database using the search terms
“breast cancer non-coding RNA,” “breast cancer transcrip-
tome,” and “breast cancer RNA-Seq.” Based on these key-
words, five studies were identified. The datasets were selected
from fresh frozen tissue samples, excluding formalin-fixed
paraffin-embedded tissues and cell lines. The datasets were
generated without considering differences among the molecu-
lar subtypes of the patients. Among five studies identified,
three datasets, GSE40049 (Chang and Kuo, 2015), GSE39162
(Persson et al., 2011), and GSE29173 (Farazi et al., 2011),
comprised only miRNA data, while the remaining two data-
sets, GSE71651 (Pang, 2017) and GSE110114 (Kang,
2018), included mRNA, miRNA, and IncRNA data. A total
of 179 IDC and 51 normal/adjacent normal samples were
included. Details of the datasets are presented in Supplementary
Data S1.

RNA-Seq data analysis

Sequence read archive fastq files for the RNA-Seq datasets
were downloaded and processed using the fasterq-dump tool
(version 2.11.3) (https://hpe.nih.gov/apps/sratoolkit.html)
(Maurya et al., 2022). Quality control of the data was per-
formed using FastQC (version 0.11.9) (https://www
.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/) (Leggett
et al., 2013). Given that the Phred score of the data was 30 or
higher and that adapter contamination was absent, no trim-
ming was applied. High-quality paired reads were mapped to
the human reference genome (NCBI GRCh38.p14) using
HISAT2 (version 2.2.1) (Kim et al., 2015). The Sequence
Alignment Map (SAM) files obtained were converted to
Binary Alignment Map (BAM) format, followed by sorting
and indexing using SAMtools (version 1.13) (http:/fwww
tslib.org) (Li et al., 2009). Read counts were obtained using
featureCounts (2.0.3) (GENCODE comprehensive gene anno-
tation, version 46) (Liao et al., 2014). Moreover, for RNA-Seq
datasets containing only miRNA data, feature counts matrix
files were retrieved from the GEO database. DESeq2 method
was used to identify differentially expressed genes (DEGs)
using the PyDESeq2 (version 0.4.11) (Muzellec et al., 2023)
package in Python (version 3.12.0). Ensembl IDs were con-
verted to gene symbols using the sanbomics tool (version
0.1.0) (Sanbomics, 2024) in Python (version 3.12.0).

Preparation of the data for circuit analysis program

The results obtained from the analysis involved mRNAs,
miRNAs, IncRNAs, and TFs data collectively. To prepare the
data for the circuit analysis program, the four regulatory mole-
cules were separated into distinct lists. Subsequently, the lists
of the four types of molecules from all studies were merged to
create a single comprehensive list that included differentially
expressed mRNAs, miRNAs, IncRNAs, and TFs. These lists
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miRCuit

Determination of Data Sets from GEO

miRcode, DIANA TarBase, LncCeRBase, LucTarD), miRDE, miR TarBase, TFLink, TRRUST, RNA

of D for into the Program:

Interactome Database, T , Transmilt

Next-Generation Sequencing (NGS) Data Sets|

ion of Actual Binary

Lists Obtained from Databases into the Program ‘

‘DataD.. ing and i ‘

[ importing DEG Lists into the Program_|

| Construction of Literature-Based Libraries |

‘ Differantial Gene Expression Analysis ‘

[ Determination of Log2FaldChange Values |

ion of ical Binary i |

‘ Preparation of Data for Circuit Analysis ‘

Comparison of DEG Lists to Calculate All

f| Lists with Actual Binary Interaction Lists

{ 1 \ Possible Combinations and the - -
Determination of Theoretical Binary I A L e 0
mANA | | miRNA IncRNA TF Interactions
DEG list | | DEG list | | DEG list | | DEG list

1 111

[ importing DEG Lists into the Program | ----..

Construction of the Circuits

[ Sircuitfites in txt format |[Circuit fites in csv format|

[ GSEA Enrichment Analysis |

[ visuaization of Pathways and Networks |

FIG. 1. Workflow of the study.

were named as mRNA DEG list, miRNA DEG list, IncRNA
DEG list, and TF DEG list throughout the text. Additionally,
miRNA names in different formats were standardized by remov-
ing the “hsa” prefix and replacing it with the “miR” prefix.

The Development of the Circuit Analysis Program

Determination of the databases and construction
of the literature-based libraries

Eleven different databases demonstrating molecular inter-
actions were identified to explore the regulatory circuits.
These databases include miRcode (Jeggari et al., 2012),
DIANA TarBase (Vlachos et al., 2015), LncCeRBase (Pian
et al., 2018), LncTarD (Zhao et al., 2023), miRDB (Chen and
Wang, 2020), miRTarBase (Hsu et al., 2011; Huang et al.,
2022), TFLink (Liska et al., 2022), TRRUST (Han et al.,
2018), RNA Interactome Database (Kang et al., 2022), Tar-
getScan (Agarwal et al., 2015), and TransmiR (Tong et al.,
2019), and the interactions between molecules are presented
in Supplementary Data S2.

The literature-based libraries were constructed by
importing binary molecular interactions from the databases
into the circuit analysis program and lists with different for-
mats were standardized to a uniform format using Python
(version 3.12.0).

Integration of DEG list files into the program
and identification of binary interactions

DEG lists of mRNAs, miRNAs, IncRNAs, and TFs were
integrated into the circuit analysis program. Log2Fold-
Change values were determined to be 1.5-fold between IDC
and normal/adjacent normal tissues for each molecule type.
Subsequently, all possible combinations that could reveal
potential interactions between the molecules were deter-
mined. As a result, theoretical binary interactions were

identified, including TF-mRNA, TF-miRNA, TF-IncRNA,
miRNA-mRNA, miRNA-TF, miRNA-IncRNA, IncRNA-
mRNA, IncRNA-miRNA, and IncRNA-TF (Fig. 2A). The
actual binary interaction lists obtained from the literature-
based library (Fig. 2B) were intersected with the theoretical
binary interaction lists to identify common interactions.
Finally, all interaction lists were prepared for the circuit
analysis (Fig. 2C).

Construction of regulatory circuits

The regulatory circuits were based on the principle of merg-
ing two interaction lists by identifying a common molecule
and determining the direction of regulation. The proposed
method is based on the following principles: (1) miRNAs
repress their target genes, (2) TFs act to activate their target
genes, and (3) IncRNAs can exert either positive or negative
effects on their targets, as they are involved in both transcrip-
tional and post-transcriptional regulation (Bartel, 2004,
Hauptman and Glava¢, 2013; Klug et al., 2019; Liu et al.,
2014; Maston et al., 2006; Mercer et al., 2009).

Consequently, eight distinct types of regulatory circuits
were constructed using the circuit analysis tool (Fig. 3A). In
addition, two special IncRNA-containing circuit types were
also generated: the miRNA-dependent IncRNA regulatory
circuit and TF-dependent IncRNA regulatory circuit, both
were created using the circuit analysis tool (Fig. 3B). All
circuits were initially obtained in .txt format. However, for
further analysis, the circuit files were converted to .csv for-
mat and saved as tables in .csv format within the circuit
analysis program.

Integration of gene set enrichment analysis

Gene set enrichment analysis (GSEA) was integrated into
the circuit analysis program. GSEA was performed using
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MIRCUIT, CIRCUIT-BASED ANALYSIS, AND BREAST CANCER

I A)Theoretical Binary Interactions F—)Cnmmmu-ﬂwhwym |
RN, miRNA-mRNA  TF-mRNA  IncRNA -mRNA miRNA — mRNA interaction lists
~ . ®—m ¥—m A—rE RNA- IncRNA interaction I
miRNA @ miRNA - IncRNA  TF-miRNA  IncRNA - miRNA TEA MeCNA, MICEMTON NS
DEG Lists ®—A " A—® miRNA - TF interaction lists
IncRNA A mRNA - TF TF-1ncRNA  IncRNA ~TF TF - mRNA interaction lists
R—
TF * ®— % * A A TF ~ miRNA interaction lists
TF = IncRNA interaction lists
B)Actual Binary Interactions | IncRNA ~ mRNA interation lists
miRNA - mRNA librery @ — [ IncRNA — miRNA interaction lists
= miRcade, " p _TE: A
o DIANA TarBase, mikNA - IncRNA library @ — A IneRNA — TF interaction lists
= LncCeRBase, miRNA - TF library ® —
v LncTarD,
« miRDB, TF - mRNA library * — N
* miRTarBase, TF ~ miRNA library .
* IFLink, ) * ®
= TRRUST. TF - IncRNA library
* RNA Interactome Database, IncRNA — mRNA library
*  TargetScan,
®  TransmiR IncRNA ~ miRNA library
IncRNA — TF library
FIG. 2. Theoretical and actual binary molecular interactions and the formation of regulatory circuits. (------->)
Positive regulation, (---------|), negative regulation, (- - - - - =) the direction of the interaction is known, but the regu-
lation can be either positive or negative, (< - - - - - - >) Both molecules regulate each other, but the regulation can

be either positive or negative.

the pre-rank module (Yoon et al., 2016) from the gseapy
library (version 1.1.3) in Python (version 3.12.0). For the
analysis, the column containing mRNA data extracted from
the circuits .csv files was used. The parameters for the pre-
rank module were set as follows: MSigDB_Hallmark_2020
for the gene set, 1000 for the number of permutations, 2 for
the minimum gene number, 5000 for the maximum gene

A)Regulatory Circuits

Tyme 1

TF |—— MiRNA —————| MANA

Type 2

Type 3

Type 4

Type 5

Tyne 7

Typo 8

number. The genes were selected based on the condition of
complying with a false discovery rate (FDR q-val) <0.25
among the obtained results (Subramanian et al., 2005). The
results were visualized using the gseapy (version 1.1.3)
(Fang et al., 2023), matplotlib (version 3.9.1) (Shopbell
etal., 2005), and networkx (version 3.3) (Hadaj et al., 2022)
libraries in Python (version 3.12.0).

B)Special Regulatory Circuits

miRNA-dependent IncRNA regulatory circuit

TF-dependent lncRNA regulatory circuit

IncANA <——-——— TF ————-> mRNA
______________ >

FIG. 3. Eight different types of regulatory circuits and special regulatory circuits (miRNA-dependent IncRNA regulatory

circuit and TF-dependent IncRNA regulatory circuit). (-e--ee- >) Positive regulation, (========-| | negative regulation,
(-===-= >) the direction of the interaction is known, but the regulation can be either positive or negative,
(€====a-- >) both molecules regulate each other, but the regulation can be either positive or negative.
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Development of a User Interface for the Circuit
Analysis Program

A user interface for the circuit analysis program was devel-
oped using the PyQt5 library (version 5.15.11) (PyQt5 Refer-
ence Guide, 2023) in Python (version 3.12.0), as shown in
Supplementary Data 53. The user interface operates by allow-
ing users to upload the DEG lists of mRNAs, miRNAs,
IncRNAs, and TFs, including gene symbols and expression
values, in .csv formats. Following the file uploads, threshold
values are set for the uploaded data, corresponding to the two
investigated conditions (e.g., IDC/normal tissue) and start the
analysis. As a result of the analysis, the program constructs
circuits in eight distinct types along with two special types and
saves the resulting files in both .txt and .csv formats. In addi-
tion, the option to conduct GSEA is available to users. Utiliz-
ing this option, users can enrich their selected gene sets with
the Molecular Signatures Database (MSigDB) (Liberzon
et al., 2015). The results and plots obtained from the GSEA
analysis are documented under a distinct section.

The name of circuit analysis program is derived from com-
bination of “miRNA™ and “Circuits,” resulting in “miRCuir.”
The developed local program is uploaded to the GitHub plat-
form. The GitHub link for the program is https://GitHub.com/
miRcuit/miRcuit, where installation documentation and a
detailed manual are provided.

The Cancer Genome Atlas Data Analysis

To validate the interactions among the circuit members
identified by miRCuit, The Cancer Genome Atlas (TCGA)
breast cancer data analysis was performed by using Xena
Browser (Goldman et al., 2018).

Results
Differential expression gene analysis of NGS datasets

We identified 156 statistically significant miRNAs in
GSE29173, 181 in GSE39162, and 232 in GSE40049,
which contains only miRNA data. The results of DEG lists
obtained from other RNA-Seq analyses were as follows:
885 mRNAs, 9 miRNAs, 233 IncRNAs, and 59 TFs were
obtained from GSE71651, while GSE110114 produced
7783 mRNAs, 21 miRNAs, 1242 IncRNAs, and 718 TFs. A
summary table is presented in Supplementary Data S4. The
lists of regulatory molecules obtained from all datasets were
combined, revealing a total of unique 8171 mRNAs, 354
miRNAs, 1389 IncRNAs, and 740 TFs.

Designing regulatory circuits with "miRCuit”

DEG list files, including gene symbols and Log2Fold-
Change values, were uploaded to the circuit analysis program
miRCuit. A 1.Fivefold threshold option was selected for all
files and circuit analysis was conducted resulting in the identi-
fication of seven distinct type regulatory circuits and two
special-type circuits. These circuits were named according to
the types defined in Figure 3. The total number of regulatory
circuits for each type is as follows: Type I comprises 202,635
circuits, Type 2 comprises 54,914 circuits, Type 3 comprises
39,583 circuits, Type 4 comprises 106,894 circuits, Type 5
comprises 4443 circuits, and Types 6 and 7 each comprise 3
circuits, while no circuits were generated for Type 8.

KARAOGLU AND DEDEOGLU

GSEA of identified regulatory circuits

Among all regulatory circuit types, Type 4 was selected
for GSEA analysis, due to its higher number of circuits
(106,894) with the inclusion of all regulatory elements. The
GSEA analysis results using the mRNA list from circuits
Type 4 show that the genes were predominantly enriched in
“G2-M Checkpoint,” “E2F Targets,” “Mitotic Spindle,”
“Interferon Gamma Response,” and “Interferon Alpha
Response” pathways (FDR < (.25), according to MSigDB.
All enriched pathways are listed in Supplementary Data 85.

The dot plot and network visualization of the enriched path-
ways resulting from the analysis are presented in Supplemen-
tary Data S6.

‘We aimed to decipher the roles of IncRNAs in breast cancer
in this study. Hence, we designed miRCuif to generate special
IncRNA-based circuits. As a result, a total of 7 circuits were
created for miRNA-dependent IncRNA regulatory circuits,
while a total of 169 circuits were created for TF-dependent
IncRNA regulatory circuits (Supplementary Data §7). Among
these specialized regulatory circuits, CASC15 emerged as a
prominent IncRNA shared by two distinct circuit types. miR-
130b-3p and KLF5 were identified as its key regulatory part-
ners (Fig. 4).

TCGA Data Analysis

For the verification of relations between members of cir-
cuits obtained from miRCuit with an independent data set, we
analyzed the expression profiles of CASC15, miR130b-3p,
KLF35, and their targets provided in Figure 4 by using TCGA
breast cancer data set (GDC BRCA) via UCSC (University of
California, Santa Cruz) Xena Browser. miR-130b-3p was
found to be significantly upregulated in breast tumor tissues
compared with normal tissues while the other genes and
IncRNA CASC15 were significantly downregulated in tumor
samples compared with normal samples (Supplementary Data
58).

Discussion

Breast cancer is a major planetary health burden. A sys-
tems medicine approach that integrates the role of regula-
tory molecules and networks in cancer pathogenesis
is essential for precision/personalized medicine in the
oncology clinic. In the present study, we report, first, the
development of miRCuit, and second, our findings from
expression profiling data from 179 invasive ductal breast
carcinoma (IDC) and 51 normal tissue samples from the
GEO database.

Currently, numerous web tools have been designed to
identify binary relationships, such as miRNA-target gene,
IncRNA-miRNA, TF-target gene, and miRNA-TF interac-
tions (Jung et al., 2015; Nersisyan et al., 2021; da Silveira
et al., 2018; Wang, 2024; Yang et al., 2023). Moreover,
research on regulatory circuits involving triple relationships
primarily focuses on constructing miRNA or IncRNA-
centric circuits by using currently available online tools or
programs (Ke et al., 2022; Liu et al., 2021; Taheri et al.,
2022; Xu et al., 2016). Considering the regulatory roles of
these molecules within cells, such circuits may prove inad-
equate in explaining biological processes, systemically
(Fabian et al., 2010; Mendell and Olson, 2012; Yang et al.,
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A)miRNA — dependent IncRNA Regulatory Circuit

CASC15 |-—————— miR-138b-3p —————— | RASD1
_________________ >
————————— >

CAsC15 |-———--— miR-13@8b-3p ---———| (D55
_________________ >
————————— >

CASC15 |====—=--= miR-130b-3p ——————- | DSC3
_________________ =
————————— >

CASC1S |-——— miR-130b-3p ————— | soCs2
_________________ >
————————— B

CASC15 |===——— miR-130b-3p —-=——-—- | SORBS2
_________________ >

B) TF — dependent IncRNA Regulatory Circuit

———————— >

CASC15 <mmmmmmm KLF5 =mmmmm- > RASDL
_______________ >
———————— >

CASC15 <mmmmmmm KLF5 ===--==> (D55
_______________ =
-------- >

CASC15 <mmmm=== KLFS ===--=-> DSC3
_______________ -

CASC15 <----—- KLF5 —-—mmmm > 50C52
,,,,,,,,,,,,,,, o
———————— >

CASC15 <-——-— KLFS ——-—-—-> SORBS2
,,,,,,,,,,,,,,, 5

FIG. 4. miRCuit-generated CASC15-dependent special circuits.

2014; Yong and Dutta, 2009). Recent studies emphasize the
importance of interactions among mRNA, miRNA, IncRNA,
and TF molecules in understanding various diseases, including
breast cancer and in developing new therapeutic approaches
(An et al., 2021; He et al., 2019; Li et al., 2017; Sideris et al.,
2022).

However, there is currently no active program that con-
structs a comprehensive regulatory interaction encompass-
ing these interactions (Gao et al., 2020, 2022; Guzzi et al.,
2015; Hao et al., 2024; Wan et al., 2022; Wang et al., 2021;
Wang et al., 2022; Ye et al., 2018, 2020; Zhao et al., 2021;
Zhou et al., 2019). Other than the current programs men-
tioned in Table 1 (Li et al., 2018; Liu et al., 2015; Nersisyan
et al.,, 2021; da Silveira et al., 2018; Wang et al., 2022,
Wang, 2024), our circuit analysis program, miRCuit,
presents this gap by providing a comprehensive framework
for analyzing these regulatory networks, specifically pre-
senting a holistic approach to mRNA-miRNA-IncRNA-TF
quadruple circuits. However, the program is not web-based
and requires users to access it via GitHub, necessitating spe-
cific installations and downloads before reaching the inter-
face. This could be perceived as a limitation of the study.
Nonetheless, the comprehensive instructions available on
GitHub greatly enhance the usability and accessibility of
miRCuit for users. On the other hand, miRCuit is compatible
with any expression data, as it utilizes DEGs, miRNAs,
IncRNAs, and TFs as input. Therefore, expression data
obtained from NGS or microarray platforms across various
diseases can be analyzed, and disease-related circuits can be
identified.

miRCuit has strategies that define all binary interactions to
construct circuits, thereby presenting all relationships to users
as intermediate outputs, thus providing them with different
circuit types ranging from Type 1 to Type 8, which is pre-
sented in Figure 3A. Additionally, miRCuit offers users two
special regulatory circuits: miRNA-dependent IncRNA regu-
latory circuits and TF-dependent IncRNA regulatory circuits
(Fig. 3B). In this process, the data obtained from 11 distinct
databases play an essential role in constructing the circuits.

The obtained circuits are presented in a linear format,
providing convenience for both usage and analysis. In addi-
tion to visual files provided in linear format, there are also
table format files among the outputs that users can utilize
for advanced analysis. Additionally, miRCuit sets itself
apart from other tools by allowing users to choose threshold
values for each expression file providing a section for
researchers to indicate how much expression variation they
want to consider in their analyses between groups of sam-
ples such as disease/control or treatment/non-treatment
(Supplementary Data S3).

Another potentially valuable application of the program is
its ability to perform GSEA using gene lists obtained from the
analysis, allowing users to list enriched genes and create
graphs and networks based on the most enriched pathways.

On the other hand, the need of gene expression data is the
main limitation for the program. Additionally, the requirement
for a list containing a sufficient number of genes suitable for
performing GSEA constitutes another limitation of miRCuit
(Fang et al., 2023).

We conducted GSEA exclusively on Type 4 regulatory
circuits because of the limitations associated with GSEA
mentioned above. Furthermore, these circuits included the
maximum number of interactions with four regulatory ele-
ments (NRNA, miRNA, IncRNA, and TF) simultaneously,
which is crucial for capturing the complexity of regulatory
interactions. When we analyze the pathways identified
through GSEA, it becomes evident that they are signifi-
cantly associated with cancer-related pathways like “G2-M
Checkpoint,” “E2F Targets,” and mTORCI Signaling”
pathways, which underscores the reliability of the tool we
developed.

In this study, we considered the expression of 179 IDC
samples and 51 normal/adjacent normal tissues. Based on
the results obtained, we focused on special-type circuits and
emphasized the role of IncRNAs in cancer development,
driven by the increasing interest in their regulatory func-
tions. We identified 7 IncRNA-miRNA-mRNA circuits and
169 IncRNA-TF-mRNA circuits. In these circuits, concordant
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with the literature, the IncRNA CASC135, miR-130b-3p, and
TF KLF5 emerged as the most prominent molecules in breast
cancer development. The TCGA data analysis that we per-
formed validated the inhibitory effect of miR-130b-3p on its
targets together with the positive relation between KLFS5 and
CASCI5. The findings are consistent with the identified regu-
latory circuits, highlighting the importance of understanding
IncRNA-miRNA-TF-mRNA interactions in the pathogenesis
of breast cancer.

LncRNA CASCI15 is known to function mostly as an
oncogene in various cancers, including breast cancer, and
shows high-expression levels along with TF KLF5 in breast
cancer tissues and cells (Gu et al., 2021; Shen et al., 2024,
Shietal., 2019; Yu et al., 2018). Moreover, it has been dem-
onstrated that miR-130b-3p plays an important role in breast
cancer cell invasion and migration. Therefore, it is consid-
ered that the miR-130b-3p may be a potential biomarker for
breast cancer metastasis (Shui et al., 2017). Hence it could
be valuable to reveal the biomarker potential of the circuit,
CASCI1S5, KLF5, and miR-130b-3p in breast cancer. Addi-
tionally, the regulatory circuits provided by miRCuit that
are concordant with the literature supported the robustness
and reliability of our program. In this context, the other cir-
cuits constructed by miRCuit are worth to investigate for
their potential biomarker roles.

Conclusions

We identified eight circuit types along with two special
types of circuits one of which highlighted the significant
roles of IncRNA CASC15, miR-130b-3p, and TF KLF5 in
breast cancer development and progression. These findings
advance our understanding of the regulatory molecules
associated with breast cancer. Moreover, miRCuir offers a
new avenue for users to construct circuits from regulatory
molecules for potential applications to decipher disease
pathogenesis.
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Therapeutic Targets for Metastatic Breast Cancer: Insights from
miRNA and Gene Regulation Circuits

Begiim Karaoglu', Bala Giir Dedeoglu!
! Ankara University, Biotechnology Institute, Ankara, Turkey

Breast cancer is the most common cancer type in women and takes part in first in cancer-related deaths.
With early diagnosis and treatment, breast cancer has a high chance of successful treatment. However, when
breast cancer is not diagnosed or treated early, it can metastasize to various tissues and distant organs. This
emphasizes importance of accurate and usable biomarkers in diagnosing breast cancer and predicting its
prognosis. Understanding regulatory relationship between key molecules, such as transcription factors (TFs)
and microRNAs (miRNAs), which are essential for gene expression at transcriptional and post-
transcriptional levels, contributes to a better understanding of cancer process. In this study, we used a local
circuit analysis program called miRcuit, which constructs TF-mRNA-miRNA regulatory circuits, to
investigate the differences in regulatory circuits between metastatic cancer patients and healthy control
individuals. For this purpose, we downloaded gene expression data of mRNA (GSE45498, GSE41970) and
miRNA (GSE45498, GSE38167) from GEO for metastatic and healthy individuals. Significant changes in
expression were used to create lists of individual mRNAs and miRNAs, which were then inputted into
miRcuit program to obtain the biological circuits between metastatic patients and control groups. As a
result, we identified 7 distinct open circuits that play a role in metastasis process and show significant
expression changes during this process. These circuits were: ESRI |----- miR-203 -----| BIRCS5, ESRI|---- miR-
203 ---| FGF2, ESRI|--- miR-203 -—--| IGF1, ESRI |- miR-203 -----| TYMS, FOS |---- miR-101 -----| DLCI,
FOS |-—-- miR-101 —-—--| FGF2, FOS |----- miR-155 -----| FGF2. Understanding the regulatory networks of
these genes and miRNAs may provide valuable insights into mechanisms of breast cancer metastasis and
could potentially lead to development of novel diagnostic and therapeutic strategies for metastatic breast
cancer.
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Abstract

Isavy

Breast cancer is the most common cancer type in women and takes part in first in cancer-related deaths. With early diagnosis and treatment, breast cancer
has a high chance of successful treatment. However, when breast cancer is not diagnosed or treated early, it can metastasize to various tissues and distant
organs. This emphasizes importance of accurate and usable biomarkers in diagnosing breast cancer and predicting its prognosis. Understanding regulatory
relationship between key molecules, such as transcription factors (TFs) and microRNAs (miRNAs), which are essential for gene expression at transcriptional
and post-transcriptional levels, contributes to a better understanding of cancer process. In this study, we used a local circuit analysis program called miRcuit,
which constructs TF-mRNA-miRNA regulatory circuits, to investigate the differences in regulatory circuits between metastatic cancer patients and healthy
control individuals. For this purpose, we downloaded gene expression data of mRNA and miRNA from GEO for metastatic and healthy individuals and
inputted into miRcuit program to obtain the biological circuits between metastatic patients and control groups. As a result, we identified 7 distinct open
circuits that play a role in the metastasis process and show significant expression changes during this process. To investigate the biological roles of these

circuits, we performed pathway enrichment analysis.

Material and Method

In the study, mRNA (GSE45498, GSE41970) and miRNA (GSE45498, GSE38167)
expression data were downloaded from GEO for metastatic and healthy individuals.
TFs were extracted from the mRNA data, and molecules showing significant
expression changes were subjected to analysis (a significance threshold of 1.5-fold
change was selected). Biological circuits involving TF-mRNA-miRNA were
constructed using miRcuit, a local circuit analysis program developed using Python
3.7.4. Genes obtained from this analysis were further subjected to pathway
enrichment analysis using the Webgesthalt web site.

Result and Discussion

As a result of the miRcuit analysis, 7 circuits were obtained. It was determined that
these circuits focused on genes involved in metastatic processes such as cancer
development and apoptosis inhibition. The roles of the obtained genes in biological
processes were identified through pathway enrichment analysis in Webgesthalt.

Conclusion

miRcuit; A Tool For Integrating Analysis of mRNA and miRNA
Expression Data to Infer Regulatory Circuits
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Understanding the regulatory networks of genes and miRNAs that differ between metastatic cancer patients and healthy control may provide valuable insights
into mechanisms of breast cancer metastasis. This understanding could potentially lead to the development of novel diagnostic and therapeutic strategies for

metastatic breast cancer.
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Introduction

Gene expression is controlled by many factors. While
transcription factors (TFs) perform this control at the
transcriptional level, microRNAs (miRNAs) are involved
at the post-transcriptional level. Biological networks and
circuits based on TFs, miRNAs and their targets are
extremely important for a better understanding of cellular
processes. For this purpose, we developed an algorithm
and designed a web tool that creates biological circuits by
using experiment-specific and literature-based data
together.

Material and Methods

Circuit analysis tool was created using Python software
language (v.3.7.4) to construct regulatory circuits from the
high-throughput data containing expression values of genes
and miRNAs. The datasets to be uploaded are mRNA (also
including TFs) and miRNA files that show significant
expression changes under two different conditions like
tumor and normal tissues. Then, the absolute log(FC)
values were calculated by performing the log2
transformation for each molecule in the sets (mRNA list
and miRNA list) by Pandas and Math libraries offered by
Python. Each molecule is labelled "up" or "down" and the
direction of the intermolecular relationship is determined.
Results and Discussions

The mRNA (TF) and miRNA lists showing significant
expression changes were combined and all possible mRNA
(TF)-miRNA pairs were obtained. Significant relationships
were extracted by comparing all possible pairs with known
pairs in databases (Data bases and direction of the
relationship: TargetScan: miRNA-mRNA relationship,
miRNA ----| mRNA or miRNA----| TF. TransmiR: TF-
miRNA relationship, TF ----> miRNA. hTFtarget: TF-
mRNA relationship, TF ----> mRNA). All TF-mRNA, TF-
miRNA, miRNA-mRNA and miRNA-TF pairs showing
significant expression changes were obtained and
intersected with each other. As a result, two different types
of open circuit and one closed type circuit files were
created.

Conclusion

The algorithm developed to create biological circuits
extracting the TF — miRNA — mRNA relationships will
soon be available as a web tool under the name
“Integrative Regulatory Circuit Finder”.
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Introduction

Rho-associated protein kinases (ROCK 1 and ROCK2) are
involved in various cellular functions as the key regulators
of numerous substrates. Alterations in ROCK activities are
associated with many diseases, including cancer. ROCKs
play a critical role in the initiation and growth of cancer
through the activation and stabilization of some oncogenes
and in cancer progression through influence on migration,
invasion, and angiogenesis. Recent studies have shown an
association between the overactivity of ROCKs and lower
survival in patients with the most aggressive carcinomas,
such as pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC).
Moreover, the activity of ROCK is related to tumor cells
and the tumor environment, which contributes to tumor
progression. Therefore, ROCKSs are very good drug targets
in anticancer research. In this study 3D-quantitative
structure-activity relationship (3D-QSAR) method was
applied to examine the structures of ROCK1 and ROCK2
pharmacophores and design dual ROCK1 and ROCK2
inhibitors as novel anticancer agents.

Material and Methods

The dataset of structurally diverse ROCK1 and ROCK2
inhibitors with ICso values was downloaded from the
ChEMBL database. Conformations of all compounds were
optimized by use of Hartree-Fock with 3-21G basis set
method. The bioactive conformations of the ligands for the
3D-QSAR study were generated by a molecular docking
study that was performed by GOLD software 2022.1.0.
Pentacle software 1.07 was used to generate 3D-QSAR
models for ROCK1 and ROCK?2 isoforms. All compounds
were divided into a training set and a test set to prepare
both 3D-QSAR models.

Results and Discussions

The molecular determinants responsible for ROCK1 and
ROCK?2 inhibiting activities have been identified by 3D-
QSAR modeling and comparative analysis of the ROCK1
and ROCK2 pharmacophores. Both created 3D-QSAR
models met all the internal and external validation criteria.
Validated 3D-QSAR models were used to design new
ROCKI1 and ROCK2 inhibitors and predict their activities.
The most active designed compounds were further
evaluated using in silico ADMET (Absorption,
Distribution, Metabolism, Excretion, Toxicity) profiling.
Based on these findings, novel dual ROCK1/ROCK2
inhibitors were selected for further synthesis.

Conclusion

According to the obtained results, both 3D-QSAR models
can be considered as a reliable prediction of the ROCK 1
and ROCK2 inhibiting activity of novel compounds and
thus significantly facilitate the selection of the best
candidates for further synthesis and biological evaluation.
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ABSTRACT

Gene expression is controlled by many factors. While transcription factors (TFs) perform this control at the transcriptional level, microRNAs {miRNAs) are
involved at the post-transcriptional level. Biological networks and circuits based on TFs, miRNAs and their targets are extremely important for a better
understanding of cellular processes. For this purpose, we developed an algorithm and designed a web tool that creates biological circuits by using
experiment-specific and literature-based data together. The datasets to be uploaded to this tool are mRNA and miRNA files that show significant
expression changes to be compared, such as normal versus tumor tissues. Significant relationships were revealed by comparing all possible miRNA-mRNA,
miRNA-TF and TF-mRNA pairs with known relations from the databases and correspondingly, two different types of open circuit and one closed type
circuit files were generated.

MATERIAL & METHOD

Circuit analysis tool was created using Python software language (v.3.7.4) to construct regulatory circuits from the high-throughput data containing
expression values of genes and miRNAs. The datasets to be uploaded are mRNA (also including TFs) and miRNA files that show significant expression
changes under two different conditions like tumor and normal tissues. Then, the absolute log(FC) values were calculated by performing the log2
transformation for each molecule in the sets (mRNA list and miRNA list) by Pandas and Math libraries offered by Python. Each molecule is labelled "up" or
"down». All possible mRNA (TF)-miRNA pairs were obtained. Significant relationships were extracted by comparing all possible pairs with known pairs in
databases. Data bases and direction of the relationship: TargetScan': miRNA-mRNA relationship, miRNA --—-| mRNA or miRNA--—-| TF, TransmiR>>: TF-
miRNA relationship, TF ----> miRNA, hTFtarget*: TF--mRNA relationship, TF ----> mRNA.

RESULTS & DISCUSSION

All TE-mRNA, TF-miRNA, miRNA-mRNA and miRNA-TF pairs showing significant expression changes were obtained and intersected with each other. As a
result, two different types of open circuit and one closed type circuit files were created.

The algorithm developed to create biological circuits extracting the TF — miRNA — mRNA relationships will soon be available as a web tool under the name
“miRcuit: A tool for integrating analysis of mRNA and miRNA expression data to infer regulatory circuits”.

There is a «click to see examples» area where users can compare their own data or
INTEGRATIVE REGULATORY CIRCUIT FINDER i e i i e 103 s s download the available files to their computers and perform a sample analysis.
Examples file for RAW DATA
e (mRNA and miRNA files)
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T cavsenam | Finally, there is a “Select file” section where users can upload their files to the

system, and then a “Threshold for log(FC)” section where they can select
different fold change values for both files.

After the completion of the analysis, as output;

- mRNA and miRNA lists showing differential expression (DE),

- Open and closed circuits,

- Molecules in a closed circuit.

Itis presented under the title of “Click to See Results” as files that users can see and download.
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Breast cancer is a complex genetic disease and the regulation of the disease depends on multiple factors. Finding out new biomarkers and regulatory
networks that can predict the formation or prognosis of breast cancer is crucial to clarify the regulation of breast cancer development. In our previous study,
we designed an algorithm and developed an enrict based circuit analysis program that has the ability to extract TF-miRNA-Target gene interactions that
may be responsible for the devel or progression of breast cancer as circuits from the expression data ot d from datat The adw d
analyses performed with the circuits, which were found to take roles in the development of breast cancer showed that most of the target genes were
enriched in the cell cycle pathway under control of miR-16-5p as the miRNA and E2F members as the TFs. In this study, our aim was to validate the regulative
role of defined circuits (miR-16-5p- (E2F1 and E2F3)-(CDK1 and CCNE1) by in vitro conditions by taking into account the changes in the protein expression
levels and the cell cycle process.

Material and Method MDA-MB 231 Cell Lines. ) coner
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Two highly proliferative breast cancer cell lines SK-BR-3 and MDA-MB-
231 were selected for this study. Both cell lines were cultured in a
humidified air supplemented with 5% CO.at 37°C.

Cells were seeded into 6-well plate and incubated 24 h in the same
conditions. Sub ly, cells were fected with 25nM miR-16-5p
mimics and scrambled controls.
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After 72 h from the transfections, proteins were obtained and Western .

Blot analyses was performed for TFs and target genes in order to 42kba _ ACTE '

determine the protein expression levels in the transfected cells. E % ; g 3 3 o

The cell cycle analyses were performed to show how the cell cycle was B & § ER - I

influenced from miR-16-5p overexpression using ACEA NovoCyte Flow .

Cytometer System. Figure 2.  The effect of overexpressed conuei = mRiES
miR-16-5p on target TFs and genes. While -

overexpressed miR-16-5p led to decrease of a2
expression level of E2F1, CDK1 and CCNE1,
expression level of E2F3 stayed the same in
SK-BR-3 cell lines (A). In MDA-MB-231 cell
lines, while overexpressed miR-16-5p led to
decrease of expression level of E2F3 and o
CDK1, expression level of CCNE1 stayed the Conwsl
same (B).

Result and Discussion

In this study, we focused on the circuit that is composed of miR-16-5p-
(E2F1 and E2F3)-(CDK1 and CCNE1) and evaluated the regulative roles of
mir16-5p and E2F1 in breast cancer cells (Fig. 1).
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Moreover, in the cell cycle analyses, it was observed that increase of the
miRNA expression in the SK-BR-3 cells arrested them in the S phase (Fig. 3A),
while arrested MDA-MB-231 cells in G1 phase of the cell cycle (Fig. 3B). These
results may show that miR-16-5p may regulate cell cycle in various breast
cancer subtypes through different circuits.

Figure 1.  Selected circuit model for
CDK1 validation in this study.
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Western Blot anal h d that the expression level of transcription
factors E2F1 and E2F3, which are the targets of miR-16-5p were
downregulated specifically in SK-BR-3 (Fig. 2A) and MDA-MB-231 cells
respectively upon miR-16-5p overexpression compared to scrambled
control. In addition, it was found that the expression level of the target
gene CCNE1 was significantly decreased in SK-BR-3 cells while CDK1
downregulation was observed in both of the cell lines (Fig. 2A and B).
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Figure 3.  The effect of overexpressed miR-16-5p on cell cycle in SK-BR-3 cell line (A)
and MDA-MB-231 cell line (B).
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Studying TF-miRNA-Target gene interactions by refining each member in
detail like miR-16-5p in our case could enable us to identify new markers that
may play a role in the development of breast cancer.
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