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OZET

Doktora Tezi

Meme Kanserinin Olusumunda ve Gelisiminde Rol Oynayan Transkripsiyon Faktorii-
miRNA-Hedef Gen Devrelerinin Arastirilmasi

Yasemin Oztemur Islakoglu
Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii
Dog. Dr. Bala Giir Dedeoglu

Cok sebepli, kompleks bir genetik hastalik olan meme kanseri molekiiler diizeyde detayl
bir sekilde calisilmakta ve meme kanserine sebep olan ve gelisiminde rol oynayan pek ¢ok
gen, miRNA vb. faktor tespit edilmektedir; ancak hastaligin regiilasyonunda rol oynayan
molekiiler mekanizmalar heniiz tam olarak agiklanamamistir. Bu eksiklik, meme kanseri
olusumunu ve gelisimini 6ngorebilecek yeni belirteclerin aranmasini ve diizenleyici aglarin
tespit edilmesini zorunlu kilmistir. Biyolojik slireclerin kontrolii i¢in 6nemli bir
mekanizma olan gen ifadesinin diizenlenmesinde miRNA’lar post-transkripsiyonel
(transkripsiyon sonrasi) diizeyde gorev yaparken, transkripsiyonel diizeyde bu gorevi
transkripsiyon  faktorleri ~ (TF)  istlenmektedi. =~ mRNA  ve  miRNA’larin
transkripsiyonlarmin TF’ler tarafindan kontrol edildigi ve TF’lerin ifadelerinin de
miRNA’lar tarafindan diizenlendigi géz Oniine alindiginda birbirinden bagimsiz sekilde
diisiiniilemeyecek olan bu diizenleyici mekanizmalarin karakterize edilmesi (aglar ve
devreler kurgulayarak) ve agiga cikartilmasi, hiicresel siireglerin daha iyi anlasilabilmesi

i¢in 6onem kazanmaktadir.

Bu amagla tez ¢calismasinda miRNA ve mRNA ifade verileri ve literatiir tabanli elde edilen
bilgiler birlikte kullanarak TF (transkripsiyon faktorii)-miRNA-Hedef gen devrelerini
(biological circuits) dinamik olarak (deneye Ozgii) ortaya ¢ikartabilecek bir algoritma
tasarlanmig, zenginlestirme tabanli (Enrichment-based) bir devre analizi sistemi
olusturulmus ve meme kanseri olusum ve gelisiminde rol oynayan devreler tespit

edilmistir.

2018, 132 sayfa

Anahtar kelimeler: Meme kanseri; miRNA,; transkripsiyon faktorii; biyolojik devreler
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ABSTRACT

PhD Thesis

The identification of Transcription factor-miRNA-Target gene circuits taking roles in the
development and progression of breast cancer

Yasemin Oztemur Islakoglu
Ankara University Biotechnology Institute
Assoc. Prof. Dr. Bala Gur Dedeoglu

Breast cancer is a multifactorial and complex genetic disease and it is well studied in
molecular level. Although many genes, miRNAs and other factors were identified that are
taking roles in the development and progression of the disease there are still uncertainties
about the exact mechanism taking roles in regulation of it. So it becomes inevitable to
search for new biomarkers and regulatory networks that can predict the formation or
prognosis of breast cancer. Transcription factors (TFs) and microRNAs (miRNAs) are key
regulators for gene expression regulation. miRNAs are post-transcriptional regulatory
elements while TFs are regulators at transcriptional level. Since the transcription of
mRNAs and miRNAs are known to be regulated by TFs and TFs are the targets of
miRNAs, these two mechanisms cannot be separated from each other. Therefore it is so
important to characterize (by building networks and circuits) these regulatory mechanisms

to reveal the biological processes in detail.

In this thesis an enrichment-based algorithm, which transforms the miRNA and mRNA
expression data obtained from databases and literature was designed to identify TF-
miRNA-target gene circuits dynamically. The algorithm was specifically applied to breast
cancer data and TF-miRNA-target gene circuits that could be important in the development

and the progression of breast cancer were investigated.

2018, 132 pages

Keywords: Breast cancer; miRNA; transcription factor; biological circuits
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1. GIRIS

Gen ifadesinin diizenlenmesi (regiilasyonu) hiicredeki biyolojik siireglerin kontrolii i¢in
onemli bir mekanizmadir. Transkripsiyonel diizeyde bu gorevi yerine getiren
diizenleyiciler transkripsiyon faktorleri (TF) iken post-transkripsiyonel diizeyde bu gorevi
miRNA’lar tistlenmektedir. TF’ler hedefledikleri genlerin spesifik bolgelerine baglanarak
genin ifadesinde artis ya da azalisa sebep olurlar ve transkripsiyonel diizenleyici aglar
olusturarak hiicrede gen ifadesini global olarak diizenleyebilirler. miRNA’lar diizenleyici
rollerini hedeflerinin 3’-UTR bélgelerine (bazi durumlarda 5°-UTR, promotor veya CDS
bolgeleri de olabilir) baglanarak mRNA degredasyonu ya da translasyonel baskilama yolu
ile gosterirler. mRNA ve miRNA’larin transkripsiyonlarinin TF’ler tarafindan kontrol
edildigi ve TF’lerin ifadelerinin de miRNA’lar tarafindan diizenlendigi g6z Oniine
alindiginda siirecin varsayilan birebir iligkilerin Otesinde oldugu agiktir. Hiicrede
gerceklesen bu kombinasyonel diizenleyici mekanizmalarin karakterize edilmesi (aglar ve
devreler kurgulayarak) ve aciga cikartilmasi, hiicresel siireglerin daha iyi anlasilabilmesi

icin 6nem kazanmustir.

Bu tez ¢alismasinda arastirmacilarin kendi verilerini zenginlestirerek entegre edebilecekleri
bir devre analizi programi ve calisma sistemi gelistirilmistir. Bu sistem veritabanlarindan
elde edilen meme kanseri verilerine uygulanarak meme kanserinin olusumunda ve
gelisiminde rol oynayan Transkripsiyon faktorii-miRNA-Hedef gen devreleri tespit

edilmistir.
Tez ¢alismasinda yapilan isler asagidaki gibidir;

1. Meme kanseri miRNA ve gen ifade mikrodizin ¢alismalarinin bulunmasina yonelik
literatiir arastirmasi

2. Mikrodizin verilerinin biyoinformatik analizinin gerceklestirilmesi ve iki grup arasinda
ifadesi farklilik gosteren (DE) miRNA’larin, genlerin ve TF’lerin belirlenmesi

3. DE listelerine ek olarak ve bu listelere 6zgii diizenleyici olabilecek ek listelerin
belirlenmesi i¢cin miSEA ve GSEA analizlerinin gergeklestirilmesi; zenginlestirme

calismasi



miRNA-gen, TF-gen, miRNA-TF ve TF-miRNA diizenleyici iliskilerinin literatiirden
elde edilmesi (Global ag analizi)

. miRNA isimlendirme sorunlarinin asilmasi

Transkripsiyon faktorii-miRNA-Hedef gen devrelerini ortaya ¢ikartmak amaci ile
program gelistirilmesi

. Gelistirilen programin verilere uygulanmasi

Meme kanseri olusum ve gelisiminde aktif ikili motiflerin (miRNA-Gen, miRNA-TF,
TF-miRNA, TF-Gen) belirlenmesi (Lokal ag analizi)

. Meme kanseri olusum ve gelisiminde rol alan aktif diizenleyici Transkripsiyon faktorii-

miRNA-Hedef gen devrelerinin belirlenmesi



2. KURAMSAL TEMELLER
2.1. OKARYOTLARDA GEN iFADESININ DUZENLENMESI

Insan genomu tahminen 20,000-25,000 protein-kodlayici gen igermektedir ancak her an ve
her hiicrede bu genlerin hepsi aktif olarak ifade edilmemektedir. Genlerin hangilerinin ne
zaman ifade edilecegi biyolojik siireclerin diizgiin islemesi i¢in ¢ok Onemlidir ve bu
mekanizma “gen ifadesinin diizenlenmesi” olarak adlandirilmaktadir. Ornegin kas ya da
sinir doku hiicreleri gibi olduk¢a 6zellesmis hiicreler kendi genlerinin yalniz ¢ok kiigiik bir
boliimiinii ifade ederler (1). Gen ifadesinin kontrolii genden proteine giden yoldaki her
basamakta olabilir ancak diizenlemenin genel olarak transkripsiyon asamasinda
(transkripsiyonel diizenlenme) ya da transkripsiyon sonrasinda (post-transkripsiyonel

diizenlenme) oldugu sdylenebilir.
2.1.1. TRANSKRIiPSiYONEL DUZENLENME

Kromatin yogunluk seviyesi, DNA metilasyonu, histon asetilasyonu gibi mekanizmalarin
varliginin yaninda transkripsiyon sirasindaki diizenlemenin asil elemanlar1 transkripsiyon

faktorleridir.
2.1.1.1. Transkripsiyon faktorii

Uzun zamandir 0nemi ve gorevi bilinen transkripsyon faktorleri (TF) transkripsiyon
basamagindaki ana diizenleyici elemanlardir ve TF’ler gorevlerini hedef genlerinin
oniindeki (upstream) promotor bolgelerine ya da enhansir bolgelerindeki spesifik DNA
dizilerine baglanarak gergeklestirmektedir (2). Transkripsiyon faktorleri trans-acting
faktorler olarak adlandirilirken bu spesifik proteinlerin baglandigi promotor ve enhansir

gibi DNA kisimlari ise cis-acting faktorler olarak adlandirilmaktadir.

Transkripsiyon faktorleri genelde kompleksler igerisinde gorev yaparlar. Transkripsiyonu
gerceklestirecek olan RNA polimeraz transkripsiyonu yalniz basina baglatamaz, bu islem
icin TF’lere bagimlidir. TF baglanma bolgesini taniyarak baglanir (DNA-baglanma bdlgesi
ile) ve diger TF’leri cagirarak kompleks olusturur (protein baglanma bolgesi ile), bu
kompleks ise transkripsiyonu gergeklestirecek enzim olan RNA polimerazin baglanmasini

saglar. TF’leri genel TF’ler, aktivatorler ve koaktivatorler olarak 3 kategoride
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siniflandirmak miimkiindiir. Genel TF’ler promotordaki TATA kutularina baglanarak RNA
polimerazin baglanabilmesini saglar fakat bu ancak transkripsiyonun baslamasi ve diisiik
seviyede devam etmesi igin yeterlidir. Okaryotlarda yiiksek seviyede seyreden
transkripsiyon islemine ihtiya¢ duyulmaktadir ve bu da aktivatdr ve koaktivatdr olarak
adlandirilan diger TF’lerin gorev yapmasi ile miimkiin olmaktadir. Aktivatorler RNA
polimeraz-promotor etkilesimini arttirarak transkripsiyon baslatici kompleks olusumunu
destekler ve enhansir olarak adlandirilan DNA bolgelerine baglanarak transkripsiyonun
hizin1 etkiler. Koregiilatorler ise aktivatorlerin gdrevini protein-protein iliskisi kurarak
yapan TF’lerdir. Bunlarin yaninda baskilayici (repressor) olarak gorev yapan 4. tip
transkripsiyon faktorleri de vardir. Baskilayict TF’ler aktivatoriin  baglanmasini
engelleyerek, aktivatoriin baglanma bolgesine kendisi baglanarak ve genel TF ve
aktivatdrlerin promotora ulagsmasini engelleyecek sekilde kromatin yapisini degistirerek

transkripsiyonu durdurur (Sekil 2.1) (1,2).

Koaktivatérler = 4», v L -o’yfm

TATA Kutusu

Sekil 2.1. Transkripsiyon faktorii gesitleri ve baglanma sekilleri (3).



2.1.1.2. Transkripsiyon faktorleri ile ilgili veritabanlar

Transkripsiyon faktdrleri ile ilgili bir¢ok veritabani bulunmaktadir. Bunlardan bazilar1 (6r:
TRANSFAC, DBD, TFSEARCH) eldeki dizi bilgisi ile transkripsiyon faktorii baglanma
bolgelerinin (TFBS) tespit edilmesine yoneliktir. Bazilar1 metin olarak TF isminin
girilmesiyle bu TF’nin hangi genle ya da hangi miRNA ile iligkili oldugu bilgisini
vermektedir (6r: MIRTFnet, TransmiR) (4,5). Bir kismu da mevcut genlerin hangilerinin
TF oldugunun bilgisine erismeyi saglamaktadir (6r: AnimalTFDB) (6-9) . Tiirlere gore
TF’lerin depolandig1 veritabanlarindan biri olan AnimalTFDB 2.0’dan elde edilen listede
insanda tanimlanmis 1691 TF bulunmaktadir (10).

2.1.2. POST-TRANSKRIiPSIYONEL DUZENLENME

DNA’nin mRNA’ya cevrilmesinden sonra bu mRNA’larin ne kadarinin proteine
doniisecegi de bazi diizenleme mekanizmalart tarafindan belirlenir. Bir hiicre
transkripsiyondan sonra c¢alisan bu diizenleyici mekanizmalari kullanarak kendi
transkripsiyon tarzini degistirmeksizin cevresel degisikliklere yanit olarak gen ifadesi

tizerinde hizli ve ince bir ayar yapabilir (1).

Post-transkripsiyonel diizenleme transkripsiyon ile translasyon asamalar1 arasindaki
alternatif ug birlestirme (splicing), RNA diizenlenmesi, kodlanmayan RNA’lar (or:
miRNA) gibi mekanizmalarin hepsini igerir. Hiicredeki varligi 90’11 yillara kadar

bilinmeyen miRNA’lar bu asamadaki en 6nemli diizenleyici elemanlardir (11).
2.1.2.1. miRNA

mikroRNA’lar (miRNA’lar) kiigiik, evrimsel olarak korunan, yaklasik 18-25 niikleotid
uzunlugunda kodlanmayan RNA’lardir. miRNA’larin varlifina iliskin ilk veriler 90’I1
yillarin ortasinda ortaya konulmaya baslanmustir (12,13). Ilk olarak Ambros ve ekibi ve
bagka bir laboratuvarda Ruvkun ve ekibi tarafindan Ceanorhabditis elegans adli
nematodda kesfedilmistir ve fonksiyonu ortaya ¢ikartilmustir. iki ekibin verilerini bir araya
getirmesiyle larval donemde 6nemli olan lin-4 geninin protein kodlamadigin1 ancak 22
niikleotidlik kii¢iik bir RNA iriinii ortaya ¢ikardigini ve bu iiriiniin lin-14 geninin ifadesini
baskiladigini tespit etmislerdir (12,14). 2000 yilinda ise Ceanorhabditis elegans’in

gelisimsel zamanlamasini kontrol eden genlerden biri olan let-7’nin yaklagik 22
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niikleotidlik bir RNA kodladigi ve larval gelisimde etkili olan lin-41 geninin 3’'UTR
bolgesindeki iki farkli bolgeye komplementer oldugu gozlenmistir (15). Daha sonra
yapilan calismalarda let-7 geninin insani da igeren farkli tiirler arasinda korundugu

anlasilmis ve miRNA’larin diger organizmalarda da 6nemli olabilecegi ortaya ¢ikmistir

(16).
2.1.2.1.1. miRNA Biyogenezi

mMIRNA’lar RNA polimeraz II tarafindan pri-miRNA olarak adlandirilan primer
transkriptler halinde c¢ekirdekte sentezlenirler. Bu transkriptler birden fazla miRNA
icerebilirler. Pri-miRNA 5’ sapka (cap) ve 3’ poli A kuyruguna sahip sap-ilmik (hairpin)
yapisindadir. Daha sonra pri-miRNA bir niikleaz olan Drosha ve ¢ift iplikli RNA baglayici
kofaktorii Pasha (DGCRS8) (mikroislemci kompleks) tarafindan pre-miRNA’ya
dontsttrtlir (17,18). Pre-miRNA bir niikleer tasima reseptorii olan Exportin 5 (XPOS) ile
RAN- GTP’ye bagimli sekilde sitoplazmaya tasinir (19). pre-miRNA’lar sitoplazmada
Dicer adli endoniikleaz ile sap-ilmik yapisindan kurtularak ¢ift zincirli miRNA: miRNA
dubleksine gevrilir (20). Dicer enzimi es zamanli olarak RNA ile tetiklenmis susturma
kompleksi (RNA-induced silencing complex; RISC) olusumunu baslatir (21).
miRNA:miRNA dubleksinden genelde 5’ ucu daha kararli olan1 segilip RISC kompleksine
dahil olur (kilavuz iplik). Diger iplik, yolcu iplik olarak adlandirilir ve RISC kompleksinin
substrati olarak sindirilir (Sekil 2.2). Hangi zincirin olgun miRNA olacak sekilde secildigi
heniiz tam olarak aciklanamamis bir durumdur ancak bu se¢imde en Onemli durumun
termodinamik etkilesimler oldugu diisiiniilmektedir (22). Uzun zaman stabil olan 5’ ucun
olgun miRNA olarak se¢ildigi, diger zincirin yikildigi diisiiniilmistiir (23) ancak yapilan
caligmalar miRNA* olarak ifade edilen 3° yapinin her zaman yikilmadigin1 ortaya

koymustur (24).
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Sekil 2.2. miRNA biyogenezinin basamaklarini gosteren sekil (18).

miRNA’lar RISC kompleksine dahil olduktan sonra etkinliklerini mRNA degredasyonu ya
da translasyonel baskilama olmak tizere iki sekilde gosterirler (25,26). 2010 yilina kadar
yapilan ¢alismalar miRNA’larin daha ¢ok proteine olan etkisi (translasyonel baskilama)
iizerinde dururken, 2010 yilinda yapilan ¢alismada Guo ve arkadaslart miRNA’larin
etkisinin ¢ogunlukla (>%84) mRNA yikimi (MRNA degredasyonu) ile olacagini 6ne
siirmiis ve miRNA’larin 6ncelikli hedeflerinin mRNA’lar olduguna dikkat ¢ekmistir (27).
Bu nedenle miRNA’larin hedef genleri ile iliskisinin arastirilmasi hastaliklarin teshis ve
tedavisine giden yolda biiyiik 6nem tasimaktadir. miRNA’nin 2-8 numarali niikleotidleri
arasindaki bolge cekirdek (seed) bolge olarak adlandirilmaktadir. Bu bolge mRNA ile
baglantinin birebir oldugu, biyoinformatik olarak miRNA hedef tahminlerinin yapilmasini
saglayan bolgedir (Sekil 2.3) (28).
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Sekil 2.3. miRNA’nin hedef mRNA’larin 3’ UTR bolgesine baglanmasi (28).

miRNA genleri proteine kodlanmayan transkripsiyon birimlerinde veya protein kodlayan
genlerin intronlarinda bulunabilir. miRNA’lar bagimsiz genlerden teker teker ya da
kiimeler (cluster) halinde transkribe olabilirler (Sekil 2.4). Biitiin miRNA’larin yaklagik
%30’u polisistronik kiimelerden yani tek bir birincil transkriptten iiretilen miRNA’lardan
olusmaktadir. Bu kiimeler i¢indeki ayr1 ¢ekirdek bolgelerine sahip miRNA'lar farkli gen
gruplar1 ile iliski i¢indedir ancak bu farkli miRNA'larin birlikte sentezlenmesi ortak
biyolojik islevleri paylasip paylasmadiklari sorusunu dogurmaktadir. miRNA aileleri ise
farkli genlerden ve kromozom bdlgelerinden transkripsiyonu gergeklesebilen ancak
cekirdek (seed) bolgeleri ¢ok benzer ya da ayni olan iiyelerden olusmaktadir, bunun

sonucunda da ayni aile iiyeleri ¢ok benzer genleri hedef olarak segmektedir (29,30).
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miR-17 family miR-106a AAAAGUGCUUACAGUGCAGGUAG
miR-106b UAAAGUGCUGACAGUGCAGAU
miR-93  CAAAGUGCUGUUCGUGCAGGUAG

miR-92a-1 UAUUGCACUUGUCCCGGCCUGU
miR-92a-2 UAUUGCACUUGUCCCGGCCUGU

miR-92 family MiR-25  CAUUGCACUUGUCUCGGUCUGA

miR-363  AAUUGCACGGUAUCCAUCUGUA
. _ miR-183 UAAGGUGCAUCUAGUGCAGAUAG
miR-18 family miR-18b  UAAGGUGCAUCUAGUGCAGUUAG

miR-192  UGUGCAAAUCUAUGCAAAACUGA
miR-19 family MiR-19b-1 UGUGCAAAUCCAUGCAAAACUGA
MiR-19b-2 UGUGCAAAUCCAUGCAAAACUGA

Sekil 2.4. Aym1 kromozomdan sentezlenen miRNA kiime (cluster) ornekleri (A) ve
¢ekirdek (seed) bolgeleri ayni olan miRNA aile (family) 6rnekleri (B) (29).

2.1.2.1.2. miRNA’larn isimlendirilmesi
miRNA ile ilgili bilgilere herkesin dogru ve giincel bir sekilde erisilebilmesi amaciyla
“miRBASE” veritabani olusturulmustur. Bu halka ag¢ik veritabaninin ilk versiyonu (1.0)

2002 yilmin Aralik aymnda yayimlanmis olup 218 tane girdi icermektedir. 2014 yilinin

Haziran ayinda genel olarak giincellenmis ve 21. siirimii yayimlanmistir (28645). Son
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olarak ise uzun bir aradan sonra tekrar giincellenmis ve 38589 girdi ile Mart 2018 tarihinde
22. siiriime gegilmistir (Sekil 2.5) (31,32).

miRBase MANCHESTER

Home [ search | Browse [| Help [ Download [ Blog [l Submiit| | search |

Latest miRBase blog posts miRNA count: 38589 entries
miRBase 22 release By sam (March 12, 2018)| | Release 22: March 2018
After repeated and unreasonable delay, miRBase 22 is finally released. As you might expect with such a lang gap, the number of sequences in the database has jumped significantly — by over a third. The vast

majority of the increase comes from new microRNA annotations in species not previous represented in the database. Indeed, thera [...] Search by miRNA name or keyword
High confidence miRNA set available for miRBase 21 By sam (July 3, 2014) o || Examni
As mentioned previously, we briefly held off from releasing the set of “high confidence” miRNAs for miRBase 21, because of a last-gasp bug. Those data are now available, tagged with the label "high confidence” on 0 || Example
the entry pages, and for download on the FTP site, The total number of miRNAs labelled “high confidence” has increased [...] - -
Download published miRNA data
A . A Download page | ETP site
miRBase: the microRNA database page |

miRBase provides the following services:

+ The miRBase database is a searchable database of published miRNA sequences and annotation. Each entry in the miRBase Sequence database represents a predicted hairpin portion of a miRNA transcript (termed
mir in the database), with information on the location and sequence of the mature miRNA sequence (termed miR). Both hairpin and mature sequences are available for searching and browsing, and entries can also
be retrieved by name, keyword, references and annotation. All sequence and annotation data are also available for download.

» The miRBase Registry provides miRNA gene hunters with unigue names for novel miRNA genes prior to publication of results. Visit the help pages for more information about the naming service

To receive email notification of data updates and feature changes please subscribe to the miRBase announcements mailing list. Any queries about the website or naming service should be directed at
mirbase@manchester.ac.uk.

miRBase is managed by the Griffiths-Jones lab at the Faculty of Biology, Medicine and Health, University of Manchester with funding from the BBSRC. miRBase was previously hosted and supported by the Wellcome Trust
Sanger Institute.

References
If you make use of the data presented here, please cite the following articles in addition to the primary data sources:
miRBase: annotating high confidence microRNAs using deep sequencing data.

Kozomara A, Griffiths-Jones S.

NAR 2014 42:D68-D73

miRBase: integrating microRNA annotation and deep-sequencing data.
Kozomara A, Griffiths-Jones S.

NAR 2011 39:D152-D157

Sekil 2.5. miRBase veritabaninin Mayis 2018 tarihine ait giincel ekran goriintiisii (31).

mMiRNA’lar isimlendirilirken tiir isimleri kisaltma ile ismin en oniinde yer alir. Ornek
olarak insan ic¢in (homo sapiens) “Asa” kisaltmasi kullanilir. “hsa-miR-21" 6rneginde
oldugu gibi “miR” kisaltmasinin kullanilmasi, olgun bir miRNA oldugunu belirtmektedir.
(33,34). miR” ile simgelenen olgun MiRNA, pre-mir ad1 verilen, sap-ilmik yapisina sahip

onciil dizi lizerinden olusturulmustur.

Yukarida detayl olarak anlatildigi gibi miRNA* olarak isimlendirilen yapinin her zaman
yikilmadiginin ortaya ¢ikartilmasi (24) nedeni ile miRNA-miRNA* isimlendirme sistemi
Nisan 2011°de yayimlanan 17. miRBASE siiriimiinde degistirilmistir. Yeni sistemde
mIiRNA isimlerinin sonuna pre-miRNA’nin hangi koluna (3’ veya 5°) ait olduguna gore -
3p ve -5p getirilmeye baslanmustir. Literatiirde daha once kayit edilmis olan her miRNA
icin bu degisikligin yapilmast miimkiin olmadigi i¢in isimlendirme kaynakli ¢esitli

karigikliklar mevcut olabilmektedir (32).
2.2. TRANSKRIiPSiYON FAKTORU-MIRNA-HEDEF GEN DEVRELERI

Transkripsiyon faktorleri gen ifadesinin diizenlenmesini transkripsiyon seviyesinde ve
ifadenin artmasi veya azalmasi seklinde yaparken, miRNA’lar post-transkripsiyonel

basamakta ve ifadenin azaltilmasi seklinde gergeklestirmektedir. Bir miRNA farkli
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hedefleri secebilir veya bir mRNA birden fazla miRNA tarafindan diizenlenebilir ve buna
ek olarak TF’lerin etkisi diisiiniildiigiinde diizenlemenin birebir bir iliskinin o6tesinde
karmasik bir yapist oldugu aciktir. miRNA’larin da transkripsiyon sonucu olustugu, TF’ler
gibi hedefledigi genlerin regiilasyonunda etkin oldugu ve bir genin ifadesinin

diizenlenmesinin tek bir faktére bagl olmadig1 diisiiniiliirse;
e Bir miRNA’nin ifadesi bir transkripsiyon faktorii ile diizenleniyor olabilir,

e Bir transkripsiyon faktoriiniin ifadesi de bir miRNA tarafindan diizenleniyor

olabilir,

e Ayni sekilde transkripsiyon faktorii ve miRNA bir arada hedef genlerin ifadesini
diizenliyor olabilir (Sekil 2.6)

7\

mRNA |

Sekil 2.6. Transkripsiyon faktorii-miRNA-Hedef gen devresinin temsili gosterimi

2.3. BIYOLOJIK SURECLERDE TRANSKRIiPSIYON FAKTORU-MIiRNA-
HEDEF GEN DEVRELERININ ARASTIRILDIGI CALISMALAR

Gen ifadesinin diizenlenmesindeki karmasiklik pek ¢ok veri kaynagini bir araya getirme
yollarinin aranmasinda neden olmustur. Son yillarda artmakta olan caligmalarda birgok
arastirmaci transkripsiyon faktorleri, miRNA’lar ve bu elemanlarin arasindaki iligkinin
transkripsiyon ve transkripsiyon sonrasi asamadaki gorevleri lizerinde ¢alismaktadir. Chen
ve arkadaglar1 2011 yilinda yaptiklar1 ¢alismada TF ve miRNA iliskisinin biyolojik
stire¢lerdeki onemi ve bu faktorler arasindaki koordinasyon bozuklugunun kansere sebep

olabilecegi tizerinde durmustur (35). Yine son yillarda giindemde olan sistem biyolojisi
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yaklagimlar1 ile dinamik biyolojik siireglerin biitiin halinde diisiiniilmesi sonucunda
Transkripsiyon faktorii-miRNA-Hedef gen iliskilerinin belirlenmesi i¢in ¢alismalar
yapilmaya baslanmistir. Bu ¢alismalar daha ¢ok biyoinformatik ve istatistiksel yontemlerin
kullanilmas1 ve/veya gelistirilmesi ile var olan bilgilerin bir araya getirilmesini

amaglamustir.

2010 yilinda Tran ve arkadaslar1 kendi gelistirdikleri algoritma ile insandaki &nemli
Transkripsiyon faktori-miRNA-Hedef gen devrelerini tespit etmeye c¢alismis ve bu
modiillerin organ morfogenezi, organ gelisimi, transkripsiyon gibi 6nemli biyolojik
stire¢lerde gorev yaptigina isaret etmislerdir. Guo ve arkadaslari ise sizofrenide EGR3-hsa-
miR-195 ikilisinin anahtar diizenleyici oldugunu belirtmislerdir (36,37). Aym yil
CircuitsDB isimli insan ve fareye spesifik devrelerin bulundugu veritabani erigime
acilmistir (38). Daha sonra yapilan iki calismada Transkripsiyon faktorii-miRNA-Hedef gen
listelerini alarak aralarindaki iliskiyi gorsel aglara doniistiiren MIR@NT@N ve MIRTFnet
isimli web araglar1 gelistirilmistir (4,39). MRNA-miRNA iliskilerini aglara donistiirmek
amaciyla tasarlanmis diger web araclari, mirConnX ve MAGIA? ise yine 2011 ve 2012
yillarinda kullanima sunulmustur (40,41). Li ve arkadaslar1 2013 yilinda yaptiklart
caligmada kiigiik hiicreli olmayan akciger kanserinde (NSCLC) literatiir bilgisini bir araya
koyarak miRNA-gen, miRNA-TF, TF-gen, TF- miRNA iligkilerini belirlemis ve miR-17
ailesi-E2F1-RB1 devresinin bu kanser tipinin olusum ve gelisimindeki potansiyel
diizenleyici rolii lizerinde durmustur (42). Yine 2013 yilinda yapilan ve devrelerin
tespitinde arama algoritmalarinin  kullanildigi ¢alismada ise alzheimer hastaliginin
ilerlemesinde hsa-miR-146a-STAT1-MYC devresinin 6nemli rol oynadigi tespit edilmistir
(43). 2014 yilinda prostat kanserinde yapilan galismaya spesifik IntegraMiR isimli bir

program gelistirilmis ve hastaliga spesifik devreler belirlenmistir (44).

Literatiirde miRNA-TF iliskilerini analiz etmek {izere var olan araglar 6zetle li¢ grupta
toplanabilir. Birinci gruptaki araglar, eslesen miRNA ve mRNA ifade profillerini
kullanarak birlikte hareket eden miRNAlarin ve/veya miRNAlar tarafindan ayni anda
diizenlenen gen kiimelerinin istatistiksel yontemlerle analizini amaglar (45-49). Bu araglar
modiilleri (ortak regiilasyonu) tahmin etmekle birlikte, ag iliskileri icin yeterli bilgi
sunamazlar (Ornegin; mirConnX ve MAGIA2) (40,41). Ikinci gruptaki araglar yine gen

ifade verilerini kullanarak, ikili diizenlenme iligkilerini tahmin eder. Ornegin, MIRTFNet
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sadece MiRNA-TF ve TF-gen ikililerini bulabilmektedir (4). Ugiincii gruptaki araglar ise,
deneysel verileri degil, literatiir tabanli elde edilmis bilgileri ve sekans tabanli hedef
tahminlerini bir veri tabani iizerinde birlestirerek statik devreler sunarlar (Ornegin;
CircuitDB ve MIR@NT@N) (39,50). Bunlar veritabanlar1 gibi islev gormektedir,
devrelerin gen ifade verileri ile iligkilendirilmesi ve yorumlanmasi i¢in sunulan bir islev
yoktur. Devreler genellikle deneyi yapan arastirmacilarin bagka analizleriyle birlikte
kullanim1 seklinde anlamlandirilir. Bahsi gegen calismalarda oldugu gibi Transkripsiyon
faktori-miRNA-Hedef gen devrelerini  tespit etme yolunda adimlar atan araglar
yayimlanmis olsa da bunlarin ¢ogu giinlimiiz itibariyle aktif degildir ya da dinamik sekilde
kullanilamamaktadir ya da sadece DE analiziyle ve statik iligkilerle simirlayarak islem
yapmaktadir (51-54).

2.4, MEME KANSERIi

Meme kanseri kompleks ve heterojen bir hastaliktir ve diinyada kadinlarda en sik goriilen
kanser tiirtidiir (55,56). Amerikan Kanser Dernegi’nin son istatistiklerine gére 2017 yilinda
yaklasik 40.610 kadin ve 460 erkegin 2017 yilinda meme kanserinden olmesi
beklenmektedir (Sekil 2.7) (55).
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Yeni vaka sayisi

Erkek Kadin
Prostat 130  19% am Meme 262710 30%
Akciger 11690 4% . Akciger 105510 12%
Kolon ve Rektum 71420 9% (.  Kolon ve Rektum 64010 &%
idrar yollari, mesane  60:4%0 7% - Rahim (uterus) 61,380 7%
Melanom cilt kanseri 52170 6% . Tiroid 42,470 5%
Bobrek 40610 5% ' Melanom cilt kanseri 34940 4%
Non-Hodgkin lenfoma  40.080 5% Non-Hodgkin lenfoma 32,160 a%
Losemi 35290 4% . Losemi 25,840 3%
Agi1z boslugu & farinks 35720 4% o Pankreas 25,700 3%
Karaciger & safra yollart 29200 3% & Bobrek & pankreas 23380 a0
Tim kanserler g35150  100% .. Tim kanserler 852630  100%
Yasam kaybi
Erkek Kadin
Akciger 845% 27% o Akciger 71,280 25%
Kolon ve Rektum  27.150 9% ;;A Meme 40,610 14%
Prostat 26.730 8% y N Kolon ve Rektum 23,110 8%
Pankreas 22300 7% . ) Pankreas 20,790 7%
Karaciger & safra yollari 19610 6% ~ | Yumurtalik (over) 14,080 5%
_ Losemi 14300 4% {  Rahim (uterus) 10,920 4%
) Ozofagus 12720 4% | Losemi 10,200 4%
Idrar yollari, mesane 124 4% - Karaciger & safra yollari 9310 3%
Non-Hodgkin lenfoma ;459 4% "~ Non-Hodgkin lenfoma g9 a%
Beyin sinirsistemi = g0 4 . Beyin sinir sistemi 7,080 3%
Tuam kanserler ..o 4000 . Tuim kanserler 282,500  100%

ABD 2017 Kanser Istatistikleri Raporu
CA: A Cancer Journal for Clinicians 5 JAN 2017 DOI: 10.3322/caac.21387

Sekil 2.7. Amerikan Kanser Dernegi istatistikleri sonucu 2017 yilindaki yeni vaka ve
yasam kaybi sayilari ve oranlarini gosteren grafik (57).

2.4.1. MEME KANSERININ SINIFLANDIRMASI

Giliniimiizde meme kanserinin siniflandirmasit 3 sekilde yapilabilmektedir. Bunlardan ilki
histolojik siniflandirmadir. Normal meme dokusu lobiil (siit tireten doku) denilen yapilarin
bir araya gelmesiyle olusan lob (siit bezi), meme basina siit tagiyan duktus (siit kanallar1)
ve yag dokusundan olusmaktadir (Sekil 2.8). Histolojik siniflandirma kanserin bu yapilarin
hangisinden gelistigine ve yayilma tipine goére olmaktadir ve duktuslardan ya da
lobiillerden gelismesine gore iki tiptir. Bu iki tip de yapinin disina yayilmasiyla invaziv,
yapinin igerisinde kalmasiyla in situ olarak adlandirilir. Sonug olarak en yaygin olarak
rastlanan 4 farkli histolojik alt tip bulunmaktadir. Bunlar; Duktal Karsinoma in situ
(DCIS), invaziv Duktal Karsinom (IDC), Lobiiler Karsinoma in situ (LCIS) ve Invaziv
lobiiler Kanser (ILC)’dir (55,58).
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Stit Bezi
(Lobiil)

Siit Kanali
(Duktus)

Sekil 2.8. Memenin anatomisi ve kanserin gelistigi yapilar (59).

Bir diger smiflandirma patolojik siniflandirmadir ve bazi reseptorlerin fazlaligmma ve
azhigina gore yapilir. Ostrojen (ER), progesteron (PR) ve HER2 reseptdr sayisinda fazlalik
varsa pozitif, tersi durumda ise negatif, ii¢c reseptor tipini de bulundurmayan halde ise 3’li
negatif olarak isimlendirilir; ER+, ER-, PR+, PR-, HER2+, HER2- ve 3’lii negatif olmak

lizere 7 gesittir.

Meme kanserinin heterojen bir profil sergilemesi, farkli hastalar arasinda (intertiimdr) ve
hatta her tiimor igerisinde (intratiimor) biiylik farkliliklar gdsteriyor olmasi teshisi ve
tedaviyi zorlastirmaktadir (60—-62). Bu eksiklik yeni biyobelirteclerin tespitini hedefleyen
caligmalarin yapilmasma sebep olmus ve yakin zamanda histolojik ve patolojik
smiflandirmanin yaninda meme kanseri son olarak molekiiler olarak da siniflandirilmistir
(63,64). Bu siniflandirmada ilk olarak 2000 yilinda Perou, Serlie ve arkadaslari tarafindan
bazal hiicre benzeri, HER2+, normal epitel benzeri, ve luminal olarak 4’e ayrilmistir (63).
Daha sonra luminal alt tipin kendi arasinda luminal A ve luminal B olarak gruplanmasi ile
5 alt tipe ayrilmistir (64). Daha sonra claudin low ve molekiiler apokrin alt tiplerinin de

eklenmesiyle meme kanseri 7 molekiiler alt tip olarak siniflandirilmistir (65,66)
2.4.1.1. Meme Kanserinde Tiimor Derecesi

Meme kanserinde timor derecesi kanser hiicrelerinin normal hiicrelere mikroskobik olarak

benzerligine dayanir. Tiimor derecesi ne kadar yiiksekse, hiicreler normalden o kadar
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farklilasmistir ve yayilma ihtimali yiiksektir. Tiimor derecesi belirlenirken iki parametre
gdz Oniinde bulundurulur. Bunlardan ilki niikleer derecedir; tiimor hiicrelerindeki
niikleusun boyut ve sekli degerlendirilir. Ikincisi ise mitotik hizdir ve bu da tiimor
hiicrelerinin ne kadar hizli biiyliylip boliindiiglintin bir dlciisiidiir. Bir tiimdriin derecesi

belirlenirken bu iki parametre de goz tiniinde bulundurulmaktadir (56).

2.42. MEME KANSERi VE TRANSKRIiPSIYON FAKTORU-MIRNA-HEDEF
GEN DEVRELERI

Yiiksek islem hacimli teknolojilerin (mikrodizin ve yeni nesil dizileme gibi) gelismesiyle
birlikte meme kanserine sebep olan ve gelisiminde rol oynayan pek c¢ok faktor (gen,
miRNA, transkripsiyon faktorii vb.) tespit edilmis olsa da hastaligin regiilasyonunda rol
oynayan molekiiler mekanizmalar hala tam olarak agiklanamamistir. Meme kanseri
heterojen bir yapiya sahip, patolojik, histolojik ve molekiiler olarak birgok alt tipe ayrilan
kompleks bir hastaliktir. Bu da 6zellikle tedavide onemli giicliiklere sebep olmaktadir.
Neredeyse biitiin biyolojik diizensizliklerde oldugu gibi meme kanserinde de tek bir
faktoriin etkisinden bahsetmek miimkiin degildir. Sistem biyolojisi yaklagimlarinin deger
kazandig1 glinlimiizde meme kanserine global bakis agisiyla bakabilmek ve molekiiller
arasindaki iliskileri degerlendirebilmek 6nem arz etmektedir. Bu eksiklik, meme kanseri
olusumunu ve gelisimini 6ngorebilecek yeni belirteclerin aranmasini ve diizenleyici aglarin

tespit edilmesini zorunlu kilmistir.

Ozellikle 2010 yilindan itibaren Transkripsiyon faktorii-miRNA-Hedef gen devreleri ile
ilgili artan bir ivme ile calismalar gergeklestirilmis olsa da meme kanseri olusum ve
gelisimine spesifik ticlii devreleri ortaya ¢ikaran bir ¢alisma hi¢ yapilmamistir. Literatiirde
meme kanserinde rol alan devre ve motiflerden bahseden iki ¢alisma bulunmaktadir. 2012
ve 2013 yilinda yapilan bu ¢alismalarda amac hastalik spesifik aglarin olusturulabilmesi
icin algoritma ve web tabanli ara¢ gelistirmektir ancak bu araglar da giinlimiiz itibariyle
aktif olarak kullanilamamaktadir (DiSTMGneT). Bahsi gegen iki g¢alismada da meme
kanseri 1ile ilgili literatiir bilgisi algoritma gelistirmek icin Ornek hastalik olarak

kullanilmistir dolayisi ile meme kanserine 6zel bir devre belirlenmemistir (52,67).

Dolayisiyla tez ¢aligmasinin kurgusu literatiirdeki dnemli bir boslugu doldurmaktadir. Tez

kapsaminda meme kanseri olusumu ve gelisimi 6zelinde sonuglar literatiirde ilk kez elde
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edilmistir ve daha da onemlisi arastirmacilarin kendi verilerini zenginlestirerek entegre
edebilecekleri bir sistem gelistirilmistir. Bu programi dinamik olarak her hastalik veya

karsilastirma durumu (Or: yas, cinsiyet, ilag uygulamasi gibi) i¢in kullanmak miimkiindiir.
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3. GEREKCE VE AMAC

Hiicresel siireglere biitiinsel olarak yaklagsmanin degerinin anlasildigi giiniimiizde hiicrede
gerceklesen kombinasyonel diizenleyici mekanizmalarin karakterize edilmesi (aglar ve
devreler kurgulayarak) ve agiga cikartilmasi 6nem kazanmistir. Bu nedenle ¢esitli biyolojik
stireclerde diizenleyici Transkripsiyon faktorii-miRNA-Hedef gen devrelerinin ortaya
cikartilmasimi hedefleyen calismalar son yillarda artmaya baslamistir. 2010 yilindan
itibaren bu konuda artan bir ivme ile ¢aligmalar gergeklestirilmis olsa da meme kanseri
olusum ve gelisimine spesifik iiclii devreleri ortaya ¢ikaran bir ¢alisma hi¢ yapilmamistir.
Daha da dnemlisi arastirmacilarin kendi verilerini zenginlestirerek entegre edebilecekleri
bir program veya calisma sistemi bulunmamaktadir. Var olan calismalarda gelistirilen
araglar cogu aktif olarak kullanilamamakta, aktif olanlar yalnizca statik olarak gomiilii
bilgiyi ¢agirabilmekte veya sadece DE (ifadesi anlamli olarak degisen) analizi lizerinden

islem yapmaktadir.

Bu gerekce ile tez calismasinda, sistem biyolojisi yaklasimi ile literatiirde daha Once
yapilmis meme kanseri ve normal dokularin miRNA, TF ve gen ifade (expression)
verilerini iist liste koyarak meme kanseri olusumunda (timor&normal) ve gelisiminde
(timor derecesi/ grade) rol alan kombinasyonel diizenleyici mekanizmalar1 Transkripsiyon
faktorii-miRNA-Hedef gen devreleri (biological circuits) olarak ortaya ¢ikartmak,

literatiirde olmayan 6zgiin bir sistem ve devre analiz araci gelistirmek amaglanmistir.
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4. MATERYAL VE YONTEM

41. MATERYAL

Tez calisgmasinda meme kanseri regiilasyonunda 6nem arz edebilecek Transkripsiyon
faktori-miRNA-Hedef gen devrelerinin tespit edilmesinde literatiirden elde edilen miRNA

ve MRNA mikrodizin ¢alismalar1 kullanilmustir.

Meme kanseri olusumunda rol alan devrelerin arastirilmasi icin; 102 tiimér, 30 normal
ornegi iceren 2 tane miRNA, 101 tiimor, 31 normal 6rnegi iceren 3 tane mRNA caligmast
secilmis ve analizleri gergeklestirilmistir (Cizelge 4.1). Verilerin 6zellikleri asagida detayli

olarak anlatilmistir.

Cizelge 4.1. Literatiir aragtirmasi sonucunda meme kanserinin olusumunun arastirilmast
icin se¢ilen meme kanseri miRNA/mRNA mikrodizin ¢alismalarinin veri tipi, deneyin

gerceklestirildigi platform, erisim kodu ve 6rnek sayisi bilgileri.

EI_IISIM K(?DI_J OI}NF}K SAYILARI PLATEORM
mMiRNA Verileri Tiimor Normal
GSE45666 80 15 Agilent-021827 Human miRNA Microarray G4470C
GSE32922 22 15 Exigon mIRCURY LNA microRNA Array v.11.0
Toplam 102 30
MRNA Verileri Tiimor Normal
GSE5764 10 20 Affymetrix Human Genome U133 Plus 2.0
GSE17907 51 4 Affymetrix Human Genome U133 Plus 2.0
GSE3744 40 7 Affymetrix Human Genome U133 Plus 2.0
Toplam 101 31

Meme kanseri gelisiminde rol alan devrelerin arastirilmasi icin; 347 timor Ornegi
iceren 4 tane MIRNA, 711 timor ornegi iceren 7 tane mRNA ¢alismasi se¢ilmis ve

analizleri gergeklestirilmistir (Cizelge 4.2). Bu verilerin 6zellikleri asagida detayl olarak

anlatilmistir.
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Cizelge 4.2. Literatiir arastirmasi sonucunda meme kanseri gelisiminin aragtirilmasi igin
secilen meme kanseri miRNA/mRNA mikrodizin c¢alismalarinin veri tipi, deneyin
gerceklestirildigi platform, erisim kodu ve 6rnek sayisi bilgileri (TD; Tiimo6r Derecesi).

ERISIM KODU ORNEK SAYILARI
miRNA Verileri | TD1 TD2 TD3 PLATFORM
GSE26666 4 34 34 Agilent-019118 Human miRNA Microarray 2.0 G4470B
GSE40267 3 20 154 Agilent-021827 Human miRNA Microarray (V3)
GSE40525 3 31 27 Agilent-019118 Human miRNA Microarray 2.0 G4470B
GSES9247 4 15 18 Agilent-031181 Unrestricted Human miRNA V16.0
Toplam 14 100 233
mRNA Verileri | TD1 TD2 TD3
E-MTAB-1006 18 34 44 Affymetrix Human Genome U133 Plus 2.0
GSE17907 3 10 34 Affymetrix Human Genome U133 Plus 2.0
GSE36295 4 17 17 Affymetrix Human Gene 1.0 ST Array
GSE39004 8 20 25 Affymetrix Human Gene 1.0 ST Array
GSE42568 11 40 53 Affymetrix Human Genome U133 Plus 2.0
GSE58212 43 109 125 Agilent-028004 SurePrint G3 Human GE 8x60K
GSEL9246 13 29 54 Agilent-028004 SurePrint G3 Human GE 8x60K
Toplam 100 259 352

4.1.1. MIRNA MIKRODIZIN VERILERI
4.1.1.1. Meme Kanseri Olusumunun Arastirilmasi i¢cin Kullanilan miRNA Verileri

GSE45666 (68), Lee ve arkadaglar tarafindan Agilent-021827 Human miRNA Microarray
G4470C platformu kullanilarak elde edilmis bir miRNA mikrodizin verisidir. Bu

caligmadaki 80 tiimor ve 15 normal 6rnek tez kapsaminda tekrar analiz edilmistir.

GSE32922 (69), Tanic ve arkadaglari tarafindan Exigon miRCURY LNA microRNA
Array v.11.0 platformu kullanilarak gergeklestirilmistir ve igerigindeki 22 tiimor 15 normal

ornek tez kapsaminda tekrar analiz edilmistir.
4.1.1.2. Meme Kanseri Gelisiminin Arastirillmasi I¢in Kullanilan miRNA Verileri

GSE26666 (70), Cimino ve arkadaslari tarafindan Agilent-019118 Human miRNA
Microarray 2.0 G4470B platformu kullanilarak elde edilmis bir miRNA mikrodizin
verisidir. Bu calismadaki 72 tane tiimor derecesi bilgisi olan 6rnek yeniden analiz

edilmistir.
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GSE40267 (71), de Rinaldis ve arkadaslar1 tarafindan Agilent-021827 Human miRNA
Microarray (V3) platformu kullanilarak elde edilmis bir miRNA mikrodizin verisidir. Bu

caligmadaki 177 tane tiimor derecesi bilgisi olan 6rnek yeniden analiz edilmistir.

GSE40525 (72), Biagioni ve arkadaslar1 tarafindan Agilent-019118 Human miRNA
Microarray 2.0 G4470B platformu kullanilarak elde edilmis bir miRNA mikrodizin
verisidir. Bu calismadaki 61 tane timor derecesi bilgisi olan 6rnek yeniden analiz

edilmistir.

GSES9247 (73), Lesurf ve arkadaglari tarafindan Agilent-031181 Unrestricted Human
miRNA V16.0 Microarray 030840 platformu kullanilarak elde edilmis bir miRNA
mikrodizin verisidir. Bu calismadaki 37 tane tiimor derecesi bilgisi olan 6rnek yeniden

analiz edilmistir.
4.1.2. MRNA MiKRODIZIN VERILERI
4.1.2.1. Meme Kanseri Olusumunun Arastirilmasi i¢in Kullanilan mRNA Verileri

GSE5764 (74), Turashvili ve arkadaglari tarafindan Affymetrix Human Genome U133 Plus
2.0 Array platformu kullanilarak 10 meme tiimér ve 20 normal o6rnek kullanilarak

gergeklestirilmistir.

GSE17907 (75), Sircoulomb ve arkadaslar tarafindan Affymetrix Human Genome U133

Plus 2.0 Array ile 51 tiimor ve 4 normal 6rnek ile yapilmistir.

GSE3744 (76) ise yine Affymetrix Human Genome U133 Plus 2.0 Array platformu ile 40

timor ve 7 normal 6rnek kullanilarak yapilmistir.
4.1.2.2. Meme Kanseri Gelisiminin Arastirillmasi I¢in Kullamilan mRNA Verileri

E-MTAB-1006 (77), Affymetrix Human Genome U133 Plus 2.0 platformu kullanilarak 96

tane timor derecesi bilgisi olan tiimor 6rnegi kullanilarak gergeklestirilmistir.

GSE17907 (75), Affymetrix Human Genome U133 Plus 2.0 Array platformu kullanilarak

47 tane tlimor derecesi bilgisi olan tiimor Ornegi kullanilarak gerceklestirilmistir. Bu
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caligma aym1 zamanda meme kanseri olusumunun arastirilmast igin kullanilan veri

setlerinden bir tanesidir.

GSE36295 (78) , Affymetrix Human Gene 1.0 ST Array platformu kullanilarak 38 tane

tiimor derecesi bilgisi olan tiimdr 6rnegi kullanilarak gerceklestirilmistir.

GSE39004 (79), Affymetrix Human Gene 1.0 ST Array platformu kullanilarak 53 tane

tiimor derecesi bilgisi olan tiimor 6rnegi kullanilarak gergeklestirilmistir.

GSE42568 (80), Affymetrix Human Genome U133 Plus 2.0 Array platformu kullanilarak

104 tane tiimor derecesi bilgisi olan tiimor 6rnegi kullanilarak gerceklestirilmistir.

GSEbL8212 (81), Agilent-028004 SurePrint G3 Human GE 8x60K Microarray platformu
kullanilarak 277 tane timor derecesi bilgisi olan timoér O6rnegi kullanilarak

gerceklestirilmistir.

GSES924 (73), Agilent-028004 SurePrint G3 Human GE 8x60K Microarray platformu
kullanilarak 96 tane tiimor derecesi bilgisi olan tiimoér o©rnegi kullanilarak

gerceklestirilmistir.
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4.2. YONTEM

Meme Kanseri

! !

Olusum Gelisim
Tiimér&Normal (Grade-Tumor Derecesi)
N J

Y
Lokal ag analizi

Literatiir aragtirmasi
Ifade verilerinin secilmesi
Verilerin analizi

DE listeler
+
GSEA
miSEA

Lokal ikili motifler

.

Global ag analizi

V

Literatiirde var olan ikili iligkilerin
listelenmesi

y y Vo

miRNA-Gen miRNA-TF TF-miRNA  TF-Gen

MIRTFnet MIRTFnet
MIRTarBase MIRTarBase

Global ikili moftifler

TransmiR  MIRTFnet

J

Y

1. kod boliimi

Aktif ikili motiflerin listelenmesi

|

2. kod bolimii

y

Meme kanseri olusum ve gelisiminde aktif diizenleyici

Transkripsivon Faktorii-miRNA-Hedef Gen
Devreleri

Sekil 4.1. Meme kanseri olusum ve gelisiminde Onemli aktif diizenleyici devrelerin

belirlenmesi igin gelistirilen sistemin mimarisi (Algoritma).

4.2.1. MIKRODIZIN
LITERATUR ARASTIRMASI

Literatiir arastirmasi kapsaminda, meme kanseri mikrodizin verilerinin (MiIRNA ve
mRNA) bulunmasi i¢in daha 6nce yapilmis olan ve tiimor ve normal Ornekleri igeren

meme kanseri mikrodizin ¢alismalar1 Gene Expression Omnibus; GEO ve ArrayExpress

CALISMALARININ

BULUNMASINA

veri tabanlart kullanilarak arastirilmistir (82,83).

23

YONELIK



GEO ve ArrayExpress veritabanlarinda arama yapilirken anahtar kelime olarak “miRNA/
microRNA/MRNA/”, “breast cancer” ve “expression” kullanilmustir (Sekil 4.2, Sekil 4.3).
Tez kapsaminda sadece tiimor ve normal meme primer doku drnekleri kullanilmistir, kan,
hiicre hatt1, formalin ile fikse edilmis parafine gomiilmiis (FFPE) doku 6rnekleri ¢alismaya

dahil edilmemistir.

& NCBI  Resources (=) How To @) Sign in to NCBI

GEO Home: Documentation v | Query & Browse ¥ | Email GEO

Gene Expression Omnibus

Gene Expression Omnibus

GEO is a public functional genomics data repository supporting MIAME- pliant data issi Array- and
sequence-based data are accepted. Tools are provided to help users query and download experiments and curated
gene expression profiles

miRNA breast cancer expression (7 | Search |
x
R There are 666 results for "miRNA breast cancer expression” in the GEO DataSets Database.
Getting Started Tools : o
There are 10774 results for "miRNA breast cancer expression” in the GEQ Profiles Database.

Overview Search for Studies at GEO DataSets
FAQ Search for Gene Expression at GEQ Profiles DataSets 4348
About GEO DataSets Search GEO Documentation Series: B 98024
About GEO Profiles Analyze a Study with GEO2R Platforms: 18495
About GEO2R Analysis GEOQ BLAST Samples: 2492208
How to Censtruct a Query Programmatic Access
How to Dewnload Data FTP Site

Information for Submitters
Login to Submit Submission Guidelines MIAME Standards
Update Guidelines Citing and Linking to GEQ
Guidelines for Reviewers

GEO Publications

Sekil 4.2. Literatiir arastirmasi i¢in GEO veritabaninda 6rnek bir arama islemini gosteren
ekran gorilintiisii.

# EMBLEBI o Research & Tra @ Aboutus EMBL-EBI {:_ Hinxton

@ ArrayEXpreSS MIRNA breast cancer expression

Examples: EMEXP-31, cancer, p53, Geuvadis

Submit About ArrayExpress ContactUs | # Login

ArrayExpress — functional genomics data  :lData Content

ArrayExpress Archive of Functional Genomics Data stores data from high-throughput functional Updated today at 03.00
genomics experiments, and provides these data for reuse to the research community. « 70966 experiments

« 2265159 assays

« 4647 TB of archived data

@ Browse ArrayExpress

@ Latest News
17 January 2018 - Start early: Build up your ArrayExpress submission with Annotare as your electronic "lab book™

If you are doing functional genomics research, sign up now for an Annotare account, and start building an ArrayExpress submission piece by piece as you go through
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Meme kanseri olusumunun arastirilmasi amaciyla normal ve timoér oOrnekler, meme
kanserinin gelisiminin arastirilmast i¢in ise timor derecesi (TD, grade) bilgilerine

erisilebilen timor ornekleri segilmistir.
4.2.2. MIKRODIZIN VERI ANALIZI

Mikrodizin veri analizleri (normalizasyon islemleri ve istatistiksel analizler), “R” yazilim
dilinde “Bioconducter” paketini kullanarak “Microsoft Excel” eklentisi olarak mikrodizin
analizi yapilmasina izin veren BRB-ArrayTools (84) programinin 4.5.1 (stable) versiyonu
kullanilarak gergeklestirilmistir. Normalizasyon teknik farklardan dolay1 ortaya ¢ikabilecek
farkliliklar eleyerek biyolojik veri iizerindeki gergek farklarin ortaya c¢ikarilmasini
saglamaktadir. Bu tez ¢alismasinda yiiksek islem hacimli verilere siklikla uygulanan ve en
giivenilir normalizasyon yontemlerinden birisi olan quantile normalizasyon metodu
kullanilmistir. Quantile normalizasyonda teknikten gelen farklari elemine etmek igin veri
bir biitliin olarak degerlendirilir ve sayisal degerler yerine siralama degerlerinin farklh
orneklerdeki ortalamasi kullanilarak karsilastirilabilir bir say1 degeri verilerek islem yapilir

(85).

Meme kanserinin olusumunun arastirildigi veriler normalize edildikten sonra Ornekler 2
gruba (tiimoér ve normal) ayrilarak BRB programi igindeki sinif karsilagtirmasi (Class
Comparison) komutu ile kiyaslanmistir, bdylece p<0.05 ve tlimor normal gruplar arasinda
kat degisimi en az 2 kat olan biitiin miRNA’lar ve mRNA’lar tespit edilmis ve

listelenmistir.

Meme kanserinin gelisiminin arastirildigi veriler normalize edildikten sonra 6rnekler timor
derecesi (grade) bilgilerine gore (Or: grade 1, grade 2, grade 3 gibi) ayrilarak BRB
programi i¢indeki ANOVA komutu ile kiyaslanmistir. ANOVA iki veya daha fazla grubun
ortalamalar1 arasindaki farkin tespit edilmesine izin veren istatistiksel bir yontemdir.
Boylece tiimor dereceleri arasinda anlamli olarak ifade farkliligi gosteren (p<0.05) biitiin

miRNA’lar ve mRNA’lar tespit edilmis ve listelenmistir.
4.2.3. MISEA VE GSEA ANALIZLERI

Tez calismasi1 kapsaminda secilen mikrodizin verilerinde DE analizi yapilmis ve p<0.05 ve

kat degisimi 2’den biiyiik olan biitiin miRNA ve mRNA’lar tespit edilmistir. Bu analize
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gore farkli ifade olan mRNA ve miRNA’lar segilerek bir sonraki adima gegerler. Ancak
gerek kullanilan istatistiksel yontemlerin olas1 hatalar1 gerekse ifadesi iki durum arasinda
onemli Olgiide degismeyen miRNA ve TF’lere bagli olarak Onemli devrelerin
kagirilmamasi i¢in DE analiziyle tespit edilemeyen TF’lerin belirlenebilmesi i¢in hedef
genler, miRNA’lar ve TF’ler iizerinde GSEA (Gene Set Enrichment Analysis)
uygulanmistir. GSEA belirli bir 6l¢iite gore (burada kat degisim ve p degerleri) siralanmis
bir liste igerisinde 6nceden tanimli iliskileri istatistiksel olarak tespit eden bir yontemdir
(86). GSEA analiz araci kullanilarak yapilan analizlerde verdigimiz gen ve TF listesindeki
(DE listeler) elemanlardan minimum 2 tanesi ile iliskili miRNA ve TF listeleri elde
edilmistir (Sekil 4.4). Buna ek olarak DE analizinden kagan biitiin TF ve miRNA’lar1 tespit
edebilmek i¢in miSEA analizi de sisteme entegre edilmistir (87). miSEA araci temel olarak
GSEA algoritmasin1 aynen kullanirken gen kiimeleri {izerinde degil miRNA kiimeleri
iizerinde c¢alismaktadir. miSEA analiz araci kullanilarak yapilan analizlerde verdigimiz
miRNA listesindeki (DE listeler) elemanlardan minimum 2 tanesini regile eden

(regiilasyon derecesi) TF listeleri elde edilmistir.
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Sekil 4.4. GSEA analiz aracinda yapilan 6rnek bir analize ait ekran goriintiisii.
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miSEA ve GSEA analiz araglar1 kullanilarak yapilan analizlerde verdigimiz miRNA,
mRNA ve TF listesindeki (DE listeler) elemanlarla anlamli sekilde baglantili olan ekstra
TF ve miRNA listeleri elde edilmistir ve bunlar Transkripsiyon faktori-miRNA-Hedef gen

devrelerinin tespiti i¢in kullanilacak olan listelere eklenmistir.

424, MIRNA-GEN, TF-GEN, MIRNA-TF VE TF-MIRNA DUZENLEYICI
ILISKILERININ LITERATURDEN ELDE EDILMESI

TF-miRNA ikili motifleri i¢in TransmiR (5), miRNA-gen / miRNA-TF ikili motifleri i¢in
MIRTFnet (4) ve MIRTarBase (88), TF-gen ikili motifleri i¢in yine MIRTFnet (4) veri
tabanlar1 kullanilmigtir. Bu veritabanlarindan ikili iliskileri iceren dosyalar indirilmis ve

diizenlenmistir (Sekil 4.5).
Search Search || Example

m i RTa rBa se Home Search Browse Statistics Help Download  Contact Us
Release 7.0

miRTarBase Download

& All published miRNA target interaction data in EXCEL format
MTI PubMed Abstract Manually Curation Corpus
& MTI-PubMed_corpus.txt Manually curation of miRNA and target genes, and their relations in PubMed abstracts README

MicroRNA Target Sites Provided by Original Literatures
¥  MicroRNA_Target_Sites.xls Manually curation of miRNA and target re pro

sites, and the target sites were provided by original literatures

Catalog by Species
& ath_MTixls Arabidopsis

e eee

Sekil 4.5. MIRTarBase veritabanindan miRNA-gen ve miRNA-TF ikili iligkilerini igeren
dosyaya erigimi gosteren ekran goriintiisii.

4.2.5. MIRNA iSIMLENDIRME SORUNLARININ ASILMASI

Tez caligmasinda farkli kaynaklardan (GSEA, miSEA, TransmiR gibi) ve farkl
platformlardan elde edilen miRNA listeleri kullanilmistir. Biitiin listelerin birbiriyle
entegrasyonunun miRNA isimlerine gore yapildig1 diistintildiigiinde bu isim listelerinin
standardize edilmesi veri kaybetmemek adina ¢ok onemli bir basamaktir. Tez ¢alismasi

kapsaminda bu sorunu ¢ézmek adina DE listeleri ve global ag analizi asamasinda statik
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devreleri belirlemek igin ¢esitli veritabanlarindan elde edilmis olan miRNA-TF, miRNA-
hedef gen ikililerindeki miRNA isimlendirmeleri de aymi versiyona (v21) gore
ayarlanmigtir (Sekil 4.6). Bu doniisiimlerin gergeklestirilmesi igin miRNAmeConverter

analiz arac1 kullanilmistir (89).

miRNAmeConverter

an easy way to translate mature miRNA names to different versions.

If you make use of the mIRNAmeConverter please cite
Haunsberger 8J, Connolly NMC and Prehn JHM* (2016). ‘miRNAmeConverter: an R/Biocenductor package for translating mature miRNA names to different miRBase versions.” Bioinformatics. doi: 10.1093/bicinformatics/btw660
B Result - miRNA names Result - Sequences Result - Description
Step by step guideline for
translating miRNA names: The translation results are represented in the table below.
Show 15 v enfries Search
Step 1: Enter input values
hsa-miR-1 mimat input v21.0
MIMAT0000416 hsa-miR-1 hsa-miR-1-3p
mimat input v21.0
‘Showing 1to 1 of 1 entries Previous n Next
¥l q
- Translation
If no species is attached as prefix to the
MiRN e choose an organism Translation successful. Results are now available for download

Choice optional -

Step 2: Choose target version(s)
Select target version(s)

21

Sekil 4.6. miRNAmeConverter kullanilarak miRNA isimlendirmesinin istenilen versiyona
gore ayarlanmasimi gosteren Ornek ekran gorintiisi. hsa-miR-1 isimli miRNA, 21.
miRBase versiyonuna gore artik hsa-miR-3p olarak isimlendirilmektedir.

4.2.6. PROGRAM GELISTIRILMESI
mRNA ve miRNA ifade verilerinin ¢esitli kombinasyonlarla devrelere doniistiiriilmesi igin
Ozgiin bir “sistem” olusturulmustur. Sistem manuel olarak gergeklestirilen ve kod ile

gergeklestirilen basamaklar1 igermektedir (Sekil 4.7). Zenginlestirme tabanli (Enrichment-

based) devre analizi olarak isimlendirilmistir.
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— GSEA \
TF, miRNA

~
DE —>  vehedefgen

Analizi / listeleri
miSEA

!

!

LOKAL AG ANALIZI

1. kod bslimi «— devrelerin
¢ikartilmas:
1
miRNA->gen
miRNA->TF
ikilileri

2. kod bslimi

TF->miRNA
ikilileri

TF->gen
ikdlileri

GLOBAL AG ANALIZI

Sekil 4.7. Sistem basamaklarini gosteren sema. 1. kod boliimii lokal ikililerin ve global
ikililerin kesistirildigi ve aktif motiflerin bulundugu basamagi, 2 kod boliimii ise iiglii
devrelerin tespit edildigi basmag: temsil etmektedir. Kodun iki basamagindan da sonug
listeleri elde edilmistir.

Programin ana hedefi, ¢esitli kombinasyonlar ile olusabilecek Transkripsiyon faktorii-

miRNA-Hedef gen devre gesitlerinin arastirilmasi ve raporlanmasidir.

MRNA ve miRNA verilerinin analizi ve meme kanserinin olusum ve gelisiminde aktif
diizenleyici devrelerin tespit edilmesi igin gelistirilen sistemin mimarisi Sekil 4.7’de
goriilmektedir. Sistemin iki analiz hatt1 bulunmaktadir. Bunlardan ilki kullanilan “lokal ag
analizi”dir. Sistemin bu asamasi1 verimize (TF, miRNA ve hedef gen listeleri) spesifik ikili
iliski olasiliklarmin belirlenmesini kapsamaktadir. Ikinci analiz hatti ise mevcut veri
tabanlarindan elde edilen global ikili diizenleme motiflerinin elde edildigi “global ag
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analizi” kismidir. Tez galismasi1 kapsaminda TF-miRNA ikili motifleri i¢in TransmiR (5),
miRNA-gen / miRNA-TF ikili motifleri i¢in MIRTFnet (4) ve MIRTarBase (88), TF-gen

ikili motifleri igin ise yine MIRTFnet (4) veri tabanlar1 kullanilmistir.

Algoritmasi belirlenen sistemin kodlanmasinda C++ yazilim dili kullanilmistir. Kodun
yazilmasinda ve galistirilmasinda DEV C++ gelistirme ortami kullanilmustir (Sekil 4.8).

Kodun tamami EK-1 olarak verilmistir.

[ C\Users\Yasemin\ Desktop\ VASEMIN_DOKTORA\GRADE\kod_gradetkod\1. BASAMAK\yasemin3_2liler.cpp - Dev-Cs+ 5,11
File Edit Search View Project Execute Tools AStyle Window Help

o0& Lal1= BEIEE B30 MBR| | 9| dh @l | zmescs 55z sbic medease
] 4§ [ || erc0a1s ~ ~
Project Classes Debug  yasemin3 2liler.c)
1
2
3
2
EISH
6 FILE *TF_fp, *Mi_fp, *Gene ene_fp,*MiGene_Kontrol_fp, *Sonuc_fp,*TFGene_#p, *MiTF_fp,*TFMi_p;
7 F[28], MiRNA[28], _K[28], Ge icin degi
8 F1[885][20], MiRNA e1[11868]
9 X
10
11
12
13 n olan tim MIRNA ve Gene semboli ikililerini yozacagiz bu dosyava
1a

15 | Gene_fp-fopen(“Gene.
16 | TFGene_fp-Fopen( TFGene.
17 | MiTF_fp=fopen("MilF.txt"
18 | TEMi_fp=fopen( TFMi.txt"

rom dosyosiyla oynt kLosGrde bulunmosy gerekiyor aksi halde yolu vermek gerekir)
Fp==NULLY | | (TFG ==NULL) | | (MiTF _fp==NULL) | | (TFMi_fp==NULL))

to mesaju verir (Dosyalarin p
NULLY || (Gene_fp==hULL) || (MiGe

canf (TF_fp, "%s",TF);
feof (TF_fp))
repy (TF1[1],TF);

rin dosyadan ckunup d@izi (WiRNAI[]) icerisine aktarilmast
i-8;

38 | fscanf(Mi_fp, "%s",MiRNA);

39 | while(!feof(Mi_fp))

{  strepy(MiRNAL[i],MiRNA);

v
fscanf(Mi_fp, "Xs",MiRNA);

Sekil 4.8. Dev C ++ gelistirme ortaminda kodun yazilmasina ve calistirilmasina ait 6rnek
ekran gorilintiisii.

4.2.6.1. Sistemin Fayda Analizi

Tez galigsmasi kapsaminda meme kanseri MRNA ve miRNA verilerinin hastaligin olusumu
ve gelisiminde onemli olabilecek Transkripsiyon faktori-miRNA-Hedef gen devrelerine
doniistiirtilmesi i¢in 6zgiin bir “sistem” olusturulmustur. Literatiirde devre tespiti amaciyla
gelistirilmis olan biitiin programlar veri olarak sadece DE listeleri kullanmaktadir. Ancak
bu bazi 6nemli devrelerin kacirilabilmesine sebep olabilmektedir. Bu amacla GSEA ve
miSEA analiz araglarii dahil ederek gelistirdigimiz zenginlestirme tabanli (Enrichment-
based) devre analizi sisteminin veri kaybinin engellenmesine olan faydasinin tespit

edilmesi i¢in sadece DE listeler ile analiz yapilmistir.
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5. ARASTIRMA BULGULARI

5.1. IFADESi ANLAMLI OLARAK DEGIiSEN MIiRNA, GEN VE
TRANSKRIPSIYON FAKTORU LIiSTELERI

BRB-Array Tools ile ger¢eklestirilen analizler sonucunda;

Tiimor ve normal ornekler arasinda ifadesi anlamli olarak degisen (DE) miRNA,

transkripsiyon faktorii (TF) ve hedef gen listeleri elde edilmistir.

Tiimoér 6rneklerinde farkh tiimor dereceleri arasinda (grade) ifadesi anlamli olarak

degisen (DE) miRNA, transkripsiyon faktorii (TF) ve hedef gen listeleri elde edilmistir.
5.1.1. IFADESIi ANLAMLI OLARAK DEGISEN MiRNA’LAR

5.1.1.1. Timér Normal Ornekler Arasinda ifadesi Anlamli Olarak Degisen
miRNA’lar

e GSE45666 kodlu calismada kat degisimleri 2-10 arasinda olan 103 tane DE miRNA
bulunmustur.
e GSE32922 kodlu galigmada ise kat degisimleri 2-7.7 arasinda olan 50 tane DE miRNA

bulunmustur.

Calismalardan elde edilen bu listeler Venny 2.1.0 analiz aract (90) kullanilarak
karsilagtirildiginda kesisen miRNA’lar oldugu gorilmiistir (Sekil 5.1). Bu tekrarlar
elendiginde son olarak 146 tane DE miRNA listelenmistir.
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GSE45666 GSE32922

Sekil 5.1. GSE45666 ve GSE32922 kodlu calismalarin analizinden elde edilen DE
listelerin karsilastirilmasini gésteren venn semasi. Iki liste arasinda 7 miRNA ortaktir.

5.1.1.2. Tiimoér Orneklerde Farkh Tiimor Dereceleri Arasinda ifadesi Anlamh

Olarak Degisen miRNA’lar

e GSE26666 kodlu ¢alismada tiimér dereceleri arasinda anlamli olarak degisen 10 tane
DE miRNA bulunmustur.

e GSE40267 kodlu ¢alismada tiimdr dereceleri arasinda anlamli olarak degisen 132 tane
DE miRNA bulunmustur.

e GSE40525 kodlu ¢alismada timor dereceleri arasinda anlamli olarak degisen 27 tane
DE miRNA bulunmustur.

e (GSE59247 kodlu galismada timor dereceleri arasinda anlamli olarak degisen 16 tane
DE miRNA bulunmustur.

Calismalardan elde edilen listeler Venny 2.1.0 analiz aract (90) kullanilarak
karsilagtirildiginda kesisen miRNA’lar oldugu gorilmiistir (Sekil 5.2). Bu tekrarlar
elendiginde son olarak 159 DE miRNA listelenmistir.
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GSE40267 GSE40525

GSE26666 , GSES9247

Sekil 5.2. GSE26666, GSE40267, GSE40525 ve GSE59247 kodlu ¢alismalarin analizinden
elde edilen DE listelerin karsilastirilmasini gosteren venn semasi. Listelerdeki tekrarlar
elendiginde 159 bagimsiz miRNA elde edilmistir.

Calismalardan ayr1 ayri elde edilen DE (ifadesi anlamli olarak degisen) miRNA listeleri ve

tekrarlarin elenmis oldugu son miRNA listeleri EK-2 olarak verilmistir.

5.1.2. iIFADESI  ANLAMLI OLARAK  DEGISEN GENLER VE
TRANSKRIiPSiYON FAKTORLERI

5.1.2.1. Tiimér Normal Ornekler Arasinda ifadesi Anlamh Olarak Degisen Genler ve

TF’ler

e GSES5764 kodlu calismada kat degisimleri 2 ile 25 arasinda degisen 465 tane DE gen,
2-6 kat arasinda degisen 38 tane DE transkripsiyon faktorii bulunmustur.

e GSE17907 kodlu caligmada kat degisimleri 2 ile 47.6 arasinda degisen 2225 tane DE
gen, 2-20 kat arasinda degisen 193 tane DE transkripsiyon faktorii bulunmustur.

e (GSE3744 kodlu ¢alismada kat degisimleri 2 ile 34.6 arasinda degisen 1530 tane DE
gen, 2-13.8 kat arasinda degisen 124 tane DE transkripsiyon faktorii bulunmustur.

Calismalardan elde edilen bu listeler karsilastirilmistir ve tekrar eden genler ve TF’ler

elenmistir. Son listelerde 3131 tane DE gen ve 256 tane DE TF bulunmaktadir.
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5.1.2.2. Tiimor Orneklerde Farkh Tiimor Dereceleri Arasinda ifadesi Anlamh

Olarak Degisen Genler ve TF’ler

e E-MTAB-1006 kodlu ¢alismada tiimor dereceleri arasinda anlamli olarak degisen 2755
tane DE gen, 195 tane DE transkripsiyon faktorii bulunmustur.

e GSE17907 kodlu ¢alismada tiimdr dereceleri arasinda anlamli olarak degisen 694 tane
DE gen, 68 tane DE transkripsiyon faktorii bulunmustur.

e GSE36295 kodlu ¢alismada tiimor dereceleri arasinda anlamli olarak degisen 1753 tane
DE gen, 103 tane DE transkripsiyon faktorii bulunmustur.

e GSE39004 kodlu ¢alismada tiimor dereceleri arasinda anlamli olarak degisen 1543 tane
DE gen, 91 tane DE transkripsiyon faktorii bulunmustur.

o (GSE42568 kodlu ¢alismada tiimor dereceleri arasinda anlamli olarak degisen 3393 tane
DE gen, 200 tane DE transkripsiyon faktorii bulunmustur.

e (GSE58212 kodlu ¢alismada tiimor dereceleri arasinda anlamli olarak degisen 7208 tane
DE gen, 605 tane DE transkripsiyon faktorii bulunmustur.

e (GSE59246 kodlu galismada tiimor dereceleri arasinda anlamli olarak degisen 2418 tane
DE gen, 190 tane DE transkripsiyon faktorii bulunmustur.

Calismalardan elde edilen bu listeler karsilastirilmistir ve tekrar eden genler ve TF’ler

elenmistir. Son listelerde 11067 tane DE gen ve 824 tane DE TF bulunmaktadir.

Calismalardan ayr1 ayr1 elde edilen DE (ifadesi anlamli olarak degisen) gen ve TF listeleri

ve tekrarlarin elenmis oldugu son gen ve TF listeleri EK-3 ve EK-4 olarak verilmistir.
5.2. DEVRE ANALIZI iCIN KULLANILAN TF, MIRNA VE MRNA LISTELERI

5.2.1. MEME KANSERIi OLUSUMUNUN ARASTIRILMASI iCiIN KULLANILAN
LiSTELER

GSEA analiz aract kullanilarak yapilan analizlerde verdigimiz mRNA ve TF listesindeki
(DE listeler) elemanlardan minimum 2 tanesi ile anlaml olarak iligkili miRNA listeleri
elde edilmistir. Bu miRNA’lar ile DE miRNA listesi karsilagtirildiginda 186 farklt miRNA
oldugu goriilmiistiir DE listemizde olmayan bu 186 farklt miRNA verilerimizle anlaml

sekilde iliski gosterdigi i¢in devre analizinde kullanilacak miRNA listesine eklenmistir.
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miSEA ve GSEA analiz araglar1 kullanilarak yapilan analizlerde verdigimiz miRNA,
mRNA ve TF listesindeki (DE listeler) elemanlardan minimum 2 tanesini regiile eden TF
listeleri elde edilmistir. Bu TF’ler ile DE TF listesi karsilastirildiginda 283 farkli TF
oldugu goriilmiistiir. DE listemizde olmayan bu 283 farkli TF de verilerimizle anlamli

sekilde iliski gosterdigi i¢in devre analizinde kullanilacak TF listesine eklenmistir.

Sonug olarak meme kanseri olusumunda 6nemli Transkripsiyon faktorii-miRNA-Hedef gen
devrelerinin tespiti i¢in kullanilmak tizere 332 tane miRNA, 3131 tane gen ve 539 tane TF

iceren 3 ayri liste elde edilmistir (Cizelge 5.1).

5.2.2. MEME KANSERI GELISIMININ ARASTIRILMASI iCIN KULLANILAN
LISTELER

GSEA analiz arac1 kullanilarak yapilan analizlerde verdigimiz mRNA ve TF listesindeki
(DE listeler) elemanlardan minimum 2 tanesi ile anlamli olarak iligkili miRNA listeleri
elde edilmistir. Bu miRNA’lar ile DE miRNA listesi karsilastirildiginda 191 farkli miRNA
oldugu goriilmistiir DE listemizde olmayan bu 191 farkli miRNA verilerimizle anlamli

sekilde iligki gosterdigi icin devre analizinde kullanilacak miRNA listesine eklenmistir.

miSEA ve GSEA analiz araglar1 kullanilarak yapilan analizlerde verdigimiz miRNA,
MRNA ve TF listesindeki (DE listeler) elemanlardan minimum 2 tanesini regiile eden TF
listeleri elde edilmistir. Bu TF’ler ile DE TF listesi karsilastirildiginda 61 farkli TF oldugu
goriilmistiir. DE listemizde olmayan bu 61 farkli TF de verilerimizle anlamli sekilde iligki

gosterdigi i¢cin devre analizinde kullanilacak TF listesine eklenmistir.

Sonug olarak meme kanseri gelisiminde 6nemli Transkripsiyon faktorii-miRNA-Hedef gen
devrelerinin tespiti i¢in kullanilmak iizere 350 tane miRNA, 11067 tane gen ve 885 tane

TF igeren 3 ayri liste elde edilmistir (Cizelge 5.1).
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Cizelge 5.1. DE analizleri, GSEA/miSEA analizleri ve analiz sonuglarinin bir araya

koyulmasi ile elde edilen miRNA, TF ve gen sayilarini1 gosteren cizelge.

DE mMiISEA/GSEA| TOPLAM
% MiRNA 146 186 332
Z | Gen 3131 - 3131
S TF 256 283 539
S |miRNA 156 191 350
% Gen 11067 - 11067
& TF 824 61 885

MiSEA ve GSEA analizleri sonucunda elde edilen ekstra miRNA ve TF listeleri EK-5

olarak verilmistir.

DE listeler ile miSEA ve GSEA analizleri sonucunda elde edilen ekstra miRNA ve TF
listelerinin birlestirilmesi ve tekrarlarin elenmesi ile edilen listeler EK-6 olarak verilmistir.

Bu listeler program igin veri olarak kullanilan listelerdir.

5.3. GELISTIRILEN PROGRAM IiLE ELDE EDILEN TF-MIRNA-HEDEF GEN
DEVRELERI

5.3.1. IKILI iLISKIiLER

Sekil 4.7°de 1. kod boéliimii olarak goriinen kisim kodun listeler elde edilen ilk kismidir.

Bu bolimde lokal ag analizinde verilerimize spesifik (DE analizi, GSEA ve miSEA

mMIiRNA-TF, TF-gen, TF-miRNA olmak {izere 4 tiptir.
1. kod béliimii sonucunda;

Meme kanseri olusumu ic¢in, 19181 tane aktif miRNA-gen ikilisi, 3627 tane aktif
MIRNA-TF ikilisi, 1494 tane aktif TF-gen ikilisi ve 254 tane aktif TF-miRNA ikilisi elde
edilmistir (Cizelge 5.2).
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Meme kanseri gelisimi i¢cin, 58748 tane aktif miRNA-gen ikilisi, 7829 tane aktif miRNA-
TF ikilisi, 4403 tane aktif TF-gen ikilisi ve 277 tane aktif TF-miRNA ikilisi elde edilmistir
(Cizelge 5.2).

Cizelge 5.2. Meme kanseri olusumunda ve gelisiminde rol oynayan aktif ikili motif
sayilart.

OLUSUM | GELISIM
mMiRNA-gen 19181 58748
miRNA-TF 3627 7829
TF-gen 1494 4403
TF-miRNA 254 277

Meme kanseri olusum ve gelisiminde aktif ikili motifler EK-7 olarak verilmistir.
5.3.2. TF-MiRNA-HEDEF GEN UCLU DEVRELERI

Tez kapsamindaki nihai hedef olan meme kanseri ile iligkili olabilecek Transkripsiyon
faktorii-miRNA-Hedef gen tiglii devrelerinin tespit edildigi asama Sekil 4.7°de 2. kod
boliimii olarak gosterilmektedir. Bu kod basamaginda 2 tip iiclii devre elde edilmistir. Bu

devreler Sekil 5.3’de sematik olarak gosterilmektedir.

/N 7\

miRNA _ miRNA _

1. tip devre 2. tip devre
Sekil 5.3. Program sonucunda elde edilen ti¢lii devre ¢esitleri. 1. tip devrede miRNA-TF
arasindaki iligki tek yonliiyken 2. tip devre ¢esidinde bu iligki karsilikli olmaktadir.

37



5.3.2.1. Meme Kanseri Olusumu icin Onemli Olan Devreler

Sekil 5.3°de goriilen meme kanseri olusumu i¢in énemli olan 1. tip Uglii devrelerden (a)
2280 (EK-8 olarak verilmistir), 2. tip ticlii devreden (b) ise 128 tane (Cizelge 5.3) tespit

edilmistir.

Cizelge 5.3. Meme kanseri olusumu i¢in 6nemli 2. tip Ug¢li devre listesi ve listedeki

miRNA’larin aile ve/veya kiime bilgileri.

mMiRNA Aile/ Kiime Bilgisi TF GEN

1 hsa-let-7a-5p let-7 ailesi E2F1 AURKB

2 hsa-let-7a-5p let-7 ailesi E2F1 BCL2

3 hsa-let-7a-5p let-7 ailesi E2F1 CDC7

4 hsa-let-7a-5p let-7 ailesi E2F1 DUSP1

5 hsa-let-7a-5p let-7 ailesi E2F1 EDEM3

6 hsa-let-7a-5p let-7 ailesi E2F1 NCBP1

7 hsa-let-7a-5p let-7 ailesi E2F1 RRM2

8 hsa-let-7a-5p let-7 ailesi E2F1 UHRF1

9 hsa-let-7a-5p let-7 ailesi MYC EZH2
10 hsa-let-7b-5p let-7 ailesi MYC EZH?2
11 hsa-let-7c-5p let-7 ailesi, kromozom 21 kiimesi MYC EZH2
12 hsa-let-7e-5p let-7 ailesi MYC EZH?2
13| hsa-miR-106a-5p | miR-17 ailesi, miR-106a-363 kiimesi | E2F1 ATAD?2
14| hsa-miR-106a-5p miR-17 ailesi, miR-106a-363 kiimesi E2F1 ERCC1
15| hsa-miR-106a-5p miR-17 ailesi, miR-106a-363 kiimesi E2F1 FAM129A
16| hsa-miR-106a-5p miR-17 ailesi, miR-106a-363 kiimesi E2F1 RACGAP1
17| hsa-miR-106a-5p miR-17 ailesi, miR-106a-363 kiimesi E2F1 RND3
18| hsa-miR-106a-5p miR-17 ailesi, miR-106a-363 kiimesi E2F1 RRM2
19| hsa-miR-106a-5p miR-17 ailesi, miR-106a-363 kiimesi E2F1 VEGFA
20| hsa-miR-106b-5p miR-17 ailesi, miR-106b-25 kiimesi E2F1 ATAD?2
21| hsa-miR-106b-5p miR-17 ailesi, miR-106b-25 kiimesi E2F1 FAM129A
22| hsa-miR-106b-5p miR-17 ailesi, miR-106b-25 kiimesi E2F1 GOLT1B
23| hsa-miR-106b-5p miR-17 ailesi, miR-106b-25 kiimesi E2F1 HMMR
24| hsa-miR-106b-5p miR-17 ailesi, miR-106b-25 kiimesi E2F1 MCL1
25| hsa-miR-106b-5p miR-17 ailesi, miR-106b-25 kiimesi E2F1 PTGER4
26| hsa-miR-106b-5p miR-17 ailesi, miR-106b-25 kiimesi E2F1 RACGAP1
27| hsa-miR-106b-5p miR-17 ailesi, miR-106b-25 kiimesi E2F1 RRM2
28| hsa-miR-106b-5p miR-17 ailesi, miR-106b-25 kiimesi E2F1 VEGFA
29| hsa-miR-106b-5p miR-17 ailesi, miR-106b-25 kiimesi E2F3 VEGFA
30 hsa-miR-1-3p miR-1-133 kiimesi CEBPA CCL2
31 hsa-miR-1-3p miR-1-133 kiimesi CEBPA FN1
32 hsa-miR-1-3p miR-1-133 kiimesi CEBPA | HSD17B11
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33 hsa-miR-1-3p miR-1-133 kiimesi CEBPA HSPA4
34 hsa-miR-1-3p miR-1-133 kiimesi CEBPA IGF1
35 hsa-miR-1-3p miR-1-133 kiimesi CEBPA IL6

36| hsa-miR-155-5p kromozom 21 kiimesi SMAD4 ZFP36
37 hsa-miR-15a-5p miR-16 ailesi, miR-16 kiimesi E2F3 CDK1
38 hsa-miR-15a-5p miR-16 ailesi, miR-16 kiimesi E2F3 VEGFA
39| hsa-miR-15b-5p - E2F3 CDK1
40| hsa-miR-15b-5p - E2F3 VEGFA
41 hsa-miR-16-5p miR-16 ailesi, miR-16 kiimesi E2F1 AURKB
42 hsa-miR-16-5p miR-16 ailesi, miR-16 kiimesi E2F1 BCL2
43 hsa-miR-16-5p miR-16 ailesi, miR-16 kiimesi E2F1 BIRC5
44 hsa-miR-16-5p miR-16 ailesi, miR-16 kiimesi E2F1 CA2
45 hsa-miR-16-5p miR-16 ailesi, miR-16 kiimesi E2F1 CCNE1
46 hsa-miR-16-5p miR-16 ailesi, miR-16 kiimesi E2F1 CDK1
47 hsa-miR-16-5p miR-16 ailesi, miR-16 kiimesi E2F1 CDKN2A
48 hsa-miR-16-5p miR-16 ailesi, miR-16 kiimesi E2F1 CHEK1
49 hsa-miR-16-5p miR-16 ailesi, miR-16 kiimesi E2F1 CNN3
50 hsa-miR-16-5p miR-16 ailesi, miR-16 kiimesi E2F1 DIRAS3
51 hsa-miR-16-5p miR-16 ailesi, miR-16 kiimesi E2F1 EPB41L2
52 hsa-miR-16-5p miR-16 ailesi, miR-16 kiimesi E2F1 FGFR1
53 hsa-miR-16-5p miR-16 ailesi, miR-16 kiimesi E2F1 GOLT1B
54 hsa-miR-16-5p miR-16 ailesi, miR-16 kiimesi E2F1 KIF2C
55 hsa-miR-16-5p miR-16 ailesi, miR-16 kiimesi E2F1 KLC2
56 hsa-miR-16-5p miR-16 ailesi, miR-16 kiimesi E2F1 MCL1
57 hsa-miR-16-5p miR-16 ailesi, miR-16 kiimesi E2F1 NAB1
58 hsa-miR-16-5p miR-16 ailesi, miR-16 kiimesi E2F1 NPR3
59 hsa-miR-16-5p miR-16 ailesi, miR-16 kiimesi E2F1 PDK4
60 hsa-miR-16-5p miR-16 ailesi, miR-16 kiimesi E2F1 PIK3R3
61 hsa-miR-16-5p miR-16 ailesi, miR-16 kiimesi E2F1 PLK1
62 hsa-miR-16-5p miR-16 ailesi, miR-16 kiimesi E2F1 PPM1D
63 hsa-miR-16-5p miR-16 ailesi, miR-16 kiimesi E2F1 RACGAP1
64 hsa-miR-16-5p miR-16 ailesi, miR-16 kiimesi E2F1 SERPINB5
65 hsa-miR-16-5p miR-16 ailesi, miR-16 kiimesi E2F1 SMC2
66 hsa-miR-16-5p miR-16 ailesi, miR-16 kiimesi E2F1 TTLL5
67 hsa-miR-16-5p miR-16 ailesi, miR-16 kiimesi E2F1 VEGFA
68 hsa-miR-16-5p miR-16 ailesi, miR-16 kiimesi E2F1 YPEL5
69 hsa-miR-16-5p miR-16 ailesi, miR-16 kiimesi E2F3 CDK1
70 hsa-miR-16-5p miR-16 ailesi, miR-16 kiimesi E2F3 PLK1
71 hsa-miR-16-5p miR-16 ailesi, miR-16 kiimesi E2F3 VEGFA
72 hsa-miR-17-5p miR-17 ailesi, miR-17-92 kiimesi E2F1 ATAD2
73 hsa-miR-17-5p miR-17 ailesi, miR-17-92 kiimesi E2F1 BCL2
74 hsa-miR-17-5p miR-17 ailesi, miR-17-92 kiimesi E2F1 EPB41L2
75 hsa-miR-17-5p miR-17 ailesi, miR-17-92 kiimesi E2F1 FAM129A
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76 hsa-miR-17-5p miR-17 ailesi, miR-17-92 kiimesi E2F1 FANCA
77 hsa-miR-17-5p miR-17 ailesi, miR-17-92 kiimesi E2F1 MCL1
78 hsa-miR-17-5p miR-17 ailesi, miR-17-92 kiimesi E2F1 PTGER4
79 hsa-miR-17-5p miR-17 ailesi, miR-17-92 kiimesi E2F1 RACGAP1
80 hsa-miR-17-5p miR-17 ailesi, miR-17-92 kiimesi E2F1 RND3
81 hsa-miR-17-5p miR-17 ailesi, miR-17-92 kiimesi E2F1 RRM?2
82 hsa-miR-17-5p miR-17 ailesi, miR-17-92 kiimesi E2F1 VEGFA
83| hsa-miR-183-5p miR-183-96-182 kiimesi EGR1 HPSE
84| hsa-miR-191-5p miR-191-425 kiimesi EGR1 CCND2
85| hsa-miR-195-5p miR-16 ailesi E2F3 CDK1
86| hsa-miR-195-5p miR-16 ailesi E2F3 VEGFA
87 hsa-miR-20a-5p miR-16 ailesi, miR-17-92 kiimesi E2F1 ATAD2
88 hsa-miR-20a-5p miR-16 ailesi, miR-17-92 kiimesi E2F1 BCL2
89| hsa-miR-20a-5p miR-16 ailesi, miR-17-92 kiimesi E2F1 CCNB1
90 hsa-miR-20a-5p miR-16 ailesi, miR-17-92 kiimesi E2F1 FAM129A
91| hsa-miR-20a-5p miR-16 ailesi, miR-17-92 kiimesi E2F1 KIF2C
92 hsa-miR-20a-5p miR-16 ailesi, miR-17-92 kiimesi E2F1 KIT
93| hsa-miR-20a-5p miR-16 ailesi, miR-17-92 kiimesi E2F1 MCL1
94| hsa-miR-20a-5p miR-16 ailesi, miR-17-92 kiimesi E2F1 PTGER4
95 hsa-miR-20a-5p miR-16 ailesi, miR-17-92 kiimesi E2F1 RACGAP1
96| hsa-miR-20a-5p miR-16 ailesi, miR-17-92 kiimesi E2F1 RRM?2
97 hsa-miR-20a-5p miR-16 ailesi, miR-17-92 kiimesi E2F1 VEGFA
98| hsa-miR-20b-5p miR-16 ailesi, miR-106a-363 kiimesi | E2F1 ATAD?2
99 hsa-miR-20b-5p miR-16 ailesi, miR-106a-363 kiimesi E2F1 FAM129A
100| hsa-miR-20b-5p miR-16 ailesi, miR-106a-363 kiimesi E2F1 MCL1
101 hsa-miR-20b-5p miR-16 ailesi, miR-106a-363 kiimesi E2F1 PTGER4
102| hsa-miR-20b-5p miR-16 ailesi, miR-106a-363 kiimesi E2F1 RACGAP1
103| hsa-miR-20b-5p miR-16 ailesi, miR-106a-363 kiimesi E2F1 RRM2
104| hsa-miR-20b-5p miR-16 ailesi, miR-106a-363 kiimesi E2F1 VEGFA
105 hsa-miR-214-3p - TWIST1 EZH2
106 hsa-miR-21-5p - STAT3 BCL2
107 hsa-miR-21-5p - STAT3 EGFR
108 hsa-miR-21-5p - STAT3 MMP2
109 hsa-miR-21-5p - STAT3 MMP9
110 hsa-miR-21-5p - STAT3 MUC1
111 hsa-miR-21-5p - STAT3 TGFB1
112 hsa-miR-21-5p - STAT3 | TNFRSF10B
113 hsa-miR-21-5p - STAT3 VEGFA
114| hsa-miR-223-3p - E2F1 ECT2
115 hsa-miR-223-3p - E2F1 STMN1
116 hsa-miR-25-3p miR-106b-25 kiimesi PTEN EZH2
117 hsa-miR-26a-5p - MYC EZH?2
118 hsa-miR-93-5p miR-16 ailesi, miR-106b-25 kiimesi E2F1 ATAD?2
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119 hsa-miR-93-5p miR-16 ailesi, miR-106b-25 kiimesi E2F1 BIRC5
120 hsa-miR-93-5p miR-16 ailesi, miR-106b-25 kiimesi E2F1 FAM129A
121 hsa-miR-93-5p miR-16 ailesi, miR-106b-25 kiimesi E2F1 MCL1
122 hsa-miR-93-5p miR-16 ailesi, miR-106b-25 kiimesi E2F1 PTGER4
123 hsa-miR-93-5p miR-16 ailesi, miR-106b-25 kiimesi E2F1 RACGAP1

124 hsa-miR-93-5p miR-16 ailesi, miR-106b-25 kiimesi E2F1 RND3
125 hsa-miR-93-5p miR-16 ailesi, miR-106b-25 kiimesi E2F1 RRM?2
126 hsa-miR-93-5p miR-16 ailesi, miR-106b-25 kiimesi E2F1 STC2
127 hsa-miR-93-5p miR-16 ailesi, miR-106b-25 kiimesi E2F1 VEGFA
128 hsa-miR-93-5p miR-16 ailesi, miR-106b-25 kiimesi MYC EZH?2

Meme kanseri olusumu igin 6nemli 2. tip 128 tane devre detayli analiz edildiginde let 7
(let-7a-5p, let-7b-5p, let-7c-5p ve let-7e-5p), miR-17 (miR-106a-5p, miR-106b-5p, miR-
17-5p, miR-20a-5p, miR-20b-5p ve miR-93-5p), miR-16 ailelerine (MiR-15a-5p, miR-
16-5p ve miR-195-5p) (family) ve miR-106a-363 (miR-106-5p ve miR-20b-5p),
kromozom 21(let-7c-5p ve miR-155-5p), miR-106b-25 (MiR-106b-5p, miR-25-3p ve
mMiR-93-5p), miR-1-133 (MiR-1-3p), MiR-16 (miR-15a-5p ve MiR-16-5p), MiR-17-92
(miR-17-5p ve miR-20a-5p), miR-183-96-182 (MiR-183-5p) ve miR-191-425 (miR-191-
5p) gibi baz1 kiimelere (cluster) ait miRNA’larin ¢gogunlukta oldugu dikkat ¢ekmektedir.

Bu devrelerin elemanlarina bakildiginda hsa-miR-16-5p devrelerde sikligi en fazla olan
miRNA’dir.128 devrenin 31 tanesinde miRNA olarak miR-16-5p mevcuttur. TF’ler
incelendiginde ise E2F1’in en fazla devrede olan transkripsiyon faktorii oldugu
gorliilmektedir. 128 devrenin 93 tanesinde TF olarak E2F1 bulunmaktadir. E2F1 haricinde
transkripsiyon faktorii olarak MYC, E2F3, CEBPA, SMAD4, EGR1, TWISTI1, STAT3 ve
PTEN bulunmaktadir.

WebGeshtalt (91) analiz araci kullanilarak devrelerde yer alan hedef genlerin rol aldigi
yolaklara bakildiginda p53, hiicre dongiisii (cell cycle), apoptoz gibi énemli yolaklarda
anlamli sekilde zenginlestikleri goriilmektedir. Ayni1 zamanda listedeki 62 bagimsiz genin
29 tanesinin (HMMR, PLK1, TGFB1, MMP9, ERCC1, TNFRSF10B, PPM1D, RRM2,
MCL1, CHEK1, AURKB, VEGFA, CCNB1, FANCA, CDK1, CCNEL1, EGFR, EZH2,
DIRAS3, MUC1, HPSE, BIRC5, RND3, MMP2, SERPINB5, BCL2, CCND2, KIT ve
CDKN2A) kanser ile 18 tanesinin (HMMR, TGFB1, MMP9, ERCC1, PPM1D,
CHEK1, VEGFA, CCNE1, EGFR, EZH2, DIRAS3, MUC1, BIRC5, MMP2, IGF1,
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SERPINB5, BCL2, UHRF1) ise direkt olarak meme kanseriyle iliskili oldugu
goriilmiistiir (sirasiyla, p=1.07¢-28 ve p=1.67e-20).

5.3.2.2. Meme Kanseri Gelisimi I¢in Onemli Olan Devreler

Sekil 5.3’de goriilen meme kanseri gelisimi i¢in 6nemli olan 1. tip tglii devrelerden (a)
5977 (EK-8 olarak verilmistir), 2. tip ti¢lii devreden (b) ise 279 (Cizelge 5.4) tane tespit
edilmistir.

Cizelge 5.4. Meme kanseri gelisimi i¢in 6nemli {iclii devre listesi ve listedeki miRNA’larin
aile ve/veya kiime bilgileri.

miRNA Aile/ Kiime Bilgisi TF GEN

1 hsa-let-7a-5p let-7 ailesi E2F1 ACTB

2 hsa-let-7a-5p let-7 ailesi E2F1 AURKB

3 hsa-let-7a-5p let-7 ailesi E2F1 BCL2

4 hsa-let-7a-5p let-7 ailesi E2F1 CALU

5 hsa-let-7a-5p let-7 ailesi E2F1 CCND1

6 hsa-let-7a-5p let-7 ailesi E2F1 CDC7

7 hsa-let-7a-5p let-7 ailesi E2F1 CDKN1A

8 hsa-let-7a-5p let-7 ailesi E2F1 DUSP1

9 hsa-let-7a-5p let-7 ailesi E2F1 EDEM3
10 hsa-let-7a-5p let-7 ailesi MYC EZH2
11 hsa-let-7a-5p let-7 ailesi E2F1 HIST2H2BE
12 hsa-let-7a-5p let-7 ailesi E2F1 IPO7
13 hsa-let-7a-5p let-7 ailesi E2F1 NCBP1
14 hsa-let-7a-5p let-7 ailesi E2F1 PEG10
15 hsa-let-7a-5p let-7 ailesi E2F1 RAB13
16 hsa-let-7a-5p let-7 ailesi E2F1 RRM1
17 hsa-let-7a-5p let-7 ailesi E2F1 RRM?2
18 hsa-let-7a-5p let-7 ailesi E2F1 THBS1
19 hsa-let-7a-5p let-7 ailesi E2F1 UBE2Q1
20 hsa-let-7a-5p let-7 ailesi E2F1 UHRF1
21 hsa-let-7a-5p let-7 ailesi E2F1 UHRF2
22 hsa-let-7b-5p let-7 ailesi MYC EZH2
23 hsa-let-7c-5p let-7 ailesi, kromozom 21 kiimesi MYC EZH2
24 hsa-let-7e-5p let-7 ailesi MYC EZH2
25 hsa-let-7e-5p let-7 ailesi MYC NF1
26 | hsa-miR-106a-5p | miR-17 ailesi, miR-106a-363 kiimesi E2F1 ATAD?2
27| hsa-miR-106a-5p | miR-17 ailesi, miR-106a-363 kiimesi E2F1 CCND1
28| hsa-miR-106a-5p | miR-17 ailesi, miR-106a-363 kiimesi E2F1 CDKN1A
29| hsa-miR-106a-5p | miR-17 ailesi, miR-106a-363 kiimesi E2F1 CHST14
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30| hsa-miR-106a-5p | miR-17 ailesi, miR-106a-363 kiimesi E2F1 ERCC1
31| hsa-miR-106a-5p | miR-17 ailesi, miR-106a-363 kiimesi E2F1 FAM129A
32| hsa-miR-106a-5p | miR-17 ailesi, miR-106a-363 kiimesi E2F1 MDM2
33| hsa-miR-106a-5p | miR-17 ailesi, miR-106a-363 kiimesi E2F1 NOTCH2
34| hsa-miR-106a-5p | miR-17 ailesi, miR-106a-363 kiimesi E2F1 NPAT
35| hsa-miR-106a-5p | miR-17 ailesi, miR-106a-363 kiimesi E2F1 RACGAP1
36| hsa-miR-106a-5p | miR-17 ailesi, miR-106a-363 kiimesi E2F1 RB1

37| hsa-miR-106a-5p | miR-17 ailesi, miR-106a-363 kiimesi E2F1 RRM?2
38| hsa-miR-106a-5p | miR-17 ailesi, miR-106a-363 kiimesi E2F1 SPRED1
39| hsa-miR-106a-5p | miR-17 ailesi, miR-106a-363 kiimesi E2F1 TP53INP1
40| hsa-miR-106a-5p | miR-17 ailesi, miR-106a-363 kiimesi E2F1 VEGFA
41| hsa-miR-106a-5p | miR-17 ailesi, miR-106a-363 kiimesi E2F1 ZNFX1
42| hsa-miR-106b-5p | miR-17 ailesi, miR-106b-25 kiimesi E2F1 ABCA1
43| hsa-miR-106b-5p | miR-17 ailesi, miR-106b-25 kiimesi E2F1 ATAD?2
44| hsa-miR-106b-5p | miR-17 ailesi, miR-106b-25 kiimesi E2F1 CCND1
45| hsa-miR-106b-5p | miR-17 ailesi, miR-106b-25 kiimesi E2F1 CDKN1A
46| hsa-miR-106b-5p | miR-17 ailesi, miR-106b-25 kiimesi E2F3 CDKNI1A
47| hsa-miR-106b-5p | miR-17 ailesi, miR-106b-25 kiimesi E2F1 FAM129A
48| hsa-miR-106b-5p | miR-17 ailesi, miR-106b-25 kiimesi E2F1 GOLT1B
49| hsa-miR-106b-5p | miR-17 ailesi, miR-106b-25 kiimesi E2F1 HMMR
50| hsa-miR-106b-5p | miR-17 ailesi, miR-106b-25 kiimesi E2F1 IPO7
51| hsa-miR-106b-5p | miR-17 ailesi, miR-106b-25 kiimesi E2F1 MCL1
52| hsa-miR-106b-5p | miR-17 ailesi, miR-106b-25 kiimesi E2F1 MDM2
53| hsa-miR-106b-5p | miR-17 ailesi, miR-106b-25 kiimesi E2F1 NPAT
54| hsa-miR-106b-5p | miR-17 ailesi, miR-106b-25 kiimesi E2F1 PTGER4
55| hsa-miR-106b-5p | miR-17 ailesi, miR-106b-25 kiimesi E2F1 RACGAP1
56| hsa-miR-106b-5p | miR-17 ailesi, miR-106b-25 kiimesi E2F1 RB1

57| hsa-miR-106b-5p | miR-17 ailesi, miR-106b-25 kiimesi E2F1 RHOBTB?2
58| hsa-miR-106b-5p | miR-17 ailesi, miR-106b-25 kiimesi E2F1 RPA2
59| hsa-miR-106b-5p | miR-17 ailesi, miR-106b-25 kiimesi E2F1 RRM?2
60| hsa-miR-106b-5p | miR-17 ailesi, miR-106b-25 kiimesi E2F1 SPRED1
61| hsa-miR-106b-5p | miR-17 ailesi, miR-106b-25 kiimesi E2F1 TP53INP1
62| hsa-miR-106b-5p | miR-17 ailesi, miR-106b-25 kiimesi E2F1 VEGFA
63| hsa-miR-106b-5p | miR-17 ailesi, miR-106b-25 kiimesi E2F3 VEGFA
64| hsa-miR-106b-5p | miR-17 ailesi, miR-106b-25 kiimesi E2F1 ZNFX1
65| hsa-miR-1-3p miR-1-133 kiimesi CEBPA CCL2
66| hsa-miR-1-3p miR-1-133 kiimesi CEBPA FN1

67 hsa-miR-1-3p miR-1-133 kiimesi CEBPA HSD17B11
68| hsa-miR-1-3p miR-1-133 kiimesi CEBPA HSPA4
69 hsa-miR-1-3p miR-1-133 kiimesi CEBPA IGF1
70| hsa-miR-146a-5p - NFKB1 TRIM22
71| hsa-miR-155-5p kromozom 21 kiimesi SMAD4 ZFP36
72| hsa-miR-15a-5p miR-16 ailesi, miR-16 kiimesi E2F3 CDK1
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73| hsa-miR-15a-5p miR-16 ailesi, miR-16 kiimesi E2F3 CDKN1A
74| hsa-miR-15a-5p miR-16 ailesi, miR-16 kiimesi E2F3 TRIM28
75| hsa-miR-15a-5p miR-16 ailesi, miR-16 kiimesi E2F3 VEGFA
76| hsa-miR-15b-5p - E2F3 CDK1
77| hsa-miR-15b-5p - E2F3 CDKN1A
78| hsa-miR-15b-5p - E2F3 VEGFA
79| hsa-miR-16-5p miR-16 ailesi, miR-16 kiimesi E2F1 ABCE1
80| hsa-miR-16-5p miR-16 ailesi, miR-16 kiimesi E2F1 ACTB
81| hsa-miR-16-5p miR-16 ailesi, miR-16 kiimesi E2F1 AMPD1
82| hsa-miR-16-5p miR-16 ailesi, miR-16 kiimesi E2F1 AURKB
83| hsa-miR-16-5p miR-16 ailesi, miR-16 kiimesi E2F1 BCL2
84| hsa-miR-16-5p miR-16 ailesi, miR-16 kiimesi E2F1 BIRC5
85| hsa-miR-16-5p miR-16 ailesi, miR-16 kiimesi E2F1 BMI1
86| hsa-miR-16-5p miR-16 ailesi, miR-16 kiimesi E2F1 BRCA1
87| hsa-miR-16-5p miR-16 ailesi, miR-16 kiimesi E2F1 Cllorf75
88| hsa-miR-16-5p miR-16 ailesi, miR-16 kiimesi E2F1 CA2
89| hsa-miR-16-5p miR-16 ailesi, miR-16 kiimesi E2F1 CADPS2
90| hsa-miR-16-5p miR-16 ailesi, miR-16 kiimesi E2F1 CALU
91| hsa-miR-16-5p miR-16 ailesi, miR-16 kiimesi E2F1 CCND1
92| hsa-miR-16-5p miR-16 ailesi, miR-16 kiimesi E2F1 CCNE1
93| hsa-miR-16-5p miR-16 ailesi, miR-16 kiimesi E2F1 CDCA4
94| hsa-miR-16-5p miR-16 ailesi, miR-16 kiimesi E2F1 CDCAT7L
95| hsa-miR-16-5p miR-16 ailesi, miR-16 kiimesi E2F1 CDK1
96| hsa-miR-16-5p miR-16 ailesi, miR-16 kiimesi E2F3 CDK1
97| hsa-miR-16-5p miR-16 ailesi, miR-16 kiimesi E2F1 CDKN1A
98| hsa-miR-16-5p miR-16 ailesi, miR-16 kiimesi E2F3 CDKNI1A
99| hsa-miR-16-5p miR-16 ailesi, miR-16 kiimesi E2F1 CDKN2A
100| hsa-miR-16-5p miR-16 ailesi, miR-16 kiimesi E2F1 CHAC1
101| hsa-miR-16-5p miR-16 ailesi, miR-16 kiimesi E2F1 CHEK1
102| hsa-miR-16-5p miR-16 ailesi, miR-16 kiimesi E2F1 CNN3
103| hsa-miR-16-5p miR-16 ailesi, miR-16 kiimesi E2F1 DIRAS3
104| hsa-miR-16-5p miR-16 ailesi, miR-16 kiimesi E2F1 DNAJA1
105| hsa-miR-16-5p miR-16 ailesi, miR-16 kiimesi E2F1 DUSP5
106| hsa-miR-16-5p miR-16 ailesi, miR-16 kiimesi E2F1 FGFR1
107 | hsa-miR-16-5p miR-16 ailesi, miR-16 kiimesi E2F1 FZD10
108| hsa-miR-16-5p miR-16 ailesi, miR-16 kiimesi E2F1 GLCE
109| hsa-miR-16-5p miR-16 ailesi, miR-16 kiimesi E2F1 GOLT1B
110| hsa-miR-16-5p miR-16 ailesi, miR-16 kiimesi E2F1 HIST2H2BE
111| hsa-miR-16-5p miR-16 ailesi, miR-16 kiimesi E2F1 HS6ST3
112| hsa-miR-16-5p miR-16 ailesi, miR-16 kiimesi E2F1 HSPAS
113| hsa-miR-16-5p miR-16 ailesi, miR-16 kiimesi E2F1 IGF2R
114| hsa-miR-16-5p miR-16 ailesi, miR-16 kiimesi E2F1 IPO7
115| hsa-miR-16-5p miR-16 ailesi, miR-16 kiimesi E2F1 KDR
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116| hsa-miR-16-5p miR-16 ailesi, miR-16 kiimesi E2F1 KIF2C
117| hsa-miR-16-5p miR-16 ailesi, miR-16 kiimesi E2F1 MAPKS
118| hsa-miR-16-5p miR-16 ailesi, miR-16 kiimesi E2F3 MAPKS8
119| hsa-miR-16-5p miR-16 ailesi, miR-16 kiimesi E2F1 MCL1
120| hsa-miR-16-5p miR-16 ailesi, miR-16 kiimesi E2F1 MCM5
121| hsa-miR-16-5p miR-16 ailesi, miR-16 kiimesi E2F1 MLLT11
122| hsa-miR-16-5p miR-16 ailesi, miR-16 kiimesi E2F1 NAB1
123| hsa-miR-16-5p miR-16 ailesi, miR-16 kiimesi E2F1 NOTCH?2
124| hsa-miR-16-5p miR-16 ailesi, miR-16 kiimesi E2F1 NPR3
125| hsa-miR-16-5p miR-16 ailesi, miR-16 kiimesi E2F1 OTUD7B
126 | hsa-miR-16-5p miR-16 ailesi, miR-16 kiimesi E2F1 PDK4
127| hsa-miR-16-5p miR-16 ailesi, miR-16 kiimesi E2F1 PIM1
128| hsa-miR-16-5p miR-16 ailesi, miR-16 kiimesi E2F1 PLK1
129 | hsa-miR-16-5p miR-16 ailesi, miR-16 kiimesi E2F3 PLK1
130| hsa-miR-16-5p miR-16 ailesi, miR-16 kiimesi E2F1 PNRC2
131| hsa-miR-16-5p miR-16 ailesi, miR-16 kiimesi E2F1 PPM1D
132| hsa-miR-16-5p miR-16 ailesi, miR-16 kiimesi E2F1 PTBP2
133| hsa-miR-16-5p miR-16 ailesi, miR-16 kiimesi E2F1 RACGAP1
134| hsa-miR-16-5p miR-16 ailesi, miR-16 kiimesi E2F1 RBM15B
135| hsa-miR-16-5p miR-16 ailesi, miR-16 kiimesi E2F1 RSL1D1
136| hsa-miR-16-5p miR-16 ailesi, miR-16 kiimesi E2F1 SERPINB5
137| hsa-miR-16-5p miR-16 ailesi, miR-16 kiimesi E2F1 SERPINE1
138| hsa-miR-16-5p miR-16 ailesi, miR-16 kiimesi E2F1 SMC2
139 | hsa-miR-16-5p miR-16 ailesi, miR-16 kiimesi E2F1 SPRED1
140| hsa-miR-16-5p miR-16 ailesi, miR-16 kiimesi E2F1 TMEM109
141| hsa-miR-16-5p miR-16 ailesi, miR-16 kiimesi NFKB1 TNFAIP3
142| hsa-miR-16-5p miR-16 ailesi, miR-16 kiimesi E2F1 TTLL5
143| hsa-miR-16-5p miR-16 ailesi, miR-16 kiimesi E2F1 UBE2Q1
144| hsa-miR-16-5p miR-16 ailesi, miR-16 kiimesi E2F1 UHRF2
145| hsa-miR-16-5p miR-16 ailesi, miR-16 kiimesi E2F1 VEGFA
146| hsa-miR-16-5p miR-16 ailesi, miR-16 kiimesi E2F3 VEGFA
147| hsa-miR-16-5p miR-16 ailesi, miR-16 kiimesi E2F1 VIM
148| hsa-miR-16-5p miR-16 ailesi, miR-16 kiimesi E2F1 WNT5A
149| hsa-miR-16-5p miR-16 ailesi, miR-16 kiimesi E2F1 YWHAE
150| hsa-miR-16-5p miR-16 ailesi, miR-16 kiimesi E2F1 YWHAH
151| hsa-miR-17-5p miR-17 ailesi, miR-17-92 kiimesi E2F1 ABCAl
152| hsa-miR-17-5p miR-17 ailesi, miR-17-92 kiimesi E2F1 ATAD?2
153| hsa-miR-17-5p miR-17 ailesi, miR-17-92 kiimesi E2F1 BCL2
154| hsa-miR-17-5p miR-17 ailesi, miR-17-92 kiimesi E2F1 CCND1
155| hsa-miR-17-5p miR-17 ailesi, miR-17-92 kiimesi E2F1 CDKN1A
156 | hsa-miR-17-5p miR-17 ailesi, miR-17-92 kiimesi E2F1 CHST14
157| hsa-miR-17-5p miR-17 ailesi, miR-17-92 kiimesi E2F1 DNMT1
158| hsa-miR-17-5p miR-17 ailesi, miR-17-92 kiimesi E2F1 FAM129A
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159 | hsa-miR-17-5p miR-17 ailesi, miR-17-92 kiimesi E2F1 FANCA
160| hsa-miR-17-5p miR-17 ailesi, miR-17-92 kiimesi E2F1 MCL1
161| hsa-miR-17-5p miR-17 ailesi, miR-17-92 kiimesi E2F1 MDM2
162| hsa-miR-17-5p miR-17 ailesi, miR-17-92 kiimesi E2F1 NOTCH2
163| hsa-miR-17-5p miR-17 ailesi, miR-17-92 kiimesi E2F1 NPAT
164 | hsa-miR-17-5p miR-17 ailesi, miR-17-92 kiimesi E2F1 PTGER4
165| hsa-miR-17-5p miR-17 ailesi, miR-17-92 kiimesi E2F1 PTPRO
166 | hsa-miR-17-5p miR-17 ailesi, miR-17-92 kiimesi E2F1 RACGAP1
167| hsa-miR-17-5p miR-17 ailesi, miR-17-92 kiimesi E2F1 RB1
168| hsa-miR-17-5p miR-17 ailesi, miR-17-92 kiimesi E2F1 RPA2
169| hsa-miR-17-5p miR-17 ailesi, miR-17-92 kiimesi E2F1 RRM?2
170| hsa-miR-17-5p miR-17 ailesi, miR-17-92 kiimesi E2F1 SPRED1
171| hsa-miR-17-5p miR-17 ailesi, miR-17-92 kiimesi E2F1 THBS1
172| hsa-miR-17-5p miR-17 ailesi, miR-17-92 kiimesi E2F1 TNF
173| hsa-miR-17-5p miR-17 ailesi, miR-17-92 kiimesi E2F1 TP53INP1
174| hsa-miR-17-5p miR-17 ailesi, miR-17-92 kiimesi E2F1 VEGFA
175| hsa-miR-17-5p miR-17 ailesi, miR-17-92 kiimesi E2F1 ZNFX1
176 | hsa-miR-183-5p miR-183-96-182 kiimesi EGR1 CCND1
177| hsa-miR-183-5p miR-183-96-182 kiimesi EGR1 HPSE
178 | hsa-miR-195-5p miR-16 ailesi E2F3 CDK1
179 | hsa-miR-195-5p miR-16 ailesi E2F3 CDKN1A
180| hsa-miR-195-5p miR-16 ailesi E2F3 VEGFA
181 | hsa-miR-19a-3p miR-17-92 kiimesi MYC NF1
182 | hsa-miR-20a-5p miR-16 ailesi, miR-17-92 kiimesi E2F1 ABCA1l
183 | hsa-miR-20a-5p miR-16 ailesi, miR-17-92 kiimesi E2F1 ATAD?2
184| hsa-miR-20a-5p miR-16 ailesi, miR-17-92 kiimesi E2F1 BCL2
185| hsa-miR-20a-5p miR-16 ailesi, miR-17-92 kiimesi E2F1 CCNB1
186| hsa-miR-20a-5p miR-16 ailesi, miR-17-92 kiimesi E2F1 CCND1
187 | hsa-miR-20a-5p miR-16 ailesi, miR-17-92 kiimesi E2F1 CDKN1A
188 | hsa-miR-20a-5p miR-16 ailesi, miR-17-92 kiimesi E2F1 DNMT1
189| hsa-miR-20a-5p miR-16 ailesi, miR-17-92 kiimesi E2F1 FAM129A
190 | hsa-miR-20a-5p miR-16 ailesi, miR-17-92 kiimesi E2F1 KIF2C
191| hsa-miR-20a-5p miR-16 ailesi, miR-17-92 kiimesi E2F1 MCL1
192 | hsa-miR-20a-5p miR-16 ailesi, miR-17-92 kiimesi E2F1 MDM2
193| hsa-miR-20a-5p miR-16 ailesi, miR-17-92 kiimesi E2F1 NPAT
194| hsa-miR-20a-5p miR-16 ailesi, miR-17-92 kiimesi E2F1 PTGER4
195| hsa-miR-20a-5p miR-16 ailesi, miR-17-92 kiimesi E2F1 PTPRO
196 | hsa-miR-20a-5p miR-16 ailesi, miR-17-92 kiimesi E2F1 RACGAP1
197 | hsa-miR-20a-5p miR-16 ailesi, miR-17-92 kiimesi E2F1 RB1
198| hsa-miR-20a-5p miR-16 ailesi, miR-17-92 kiimesi E2F1 RPA2
199 | hsa-miR-20a-5p miR-16 ailesi, miR-17-92 kiimesi E2F1 RRM2
200| hsa-miR-20a-5p miR-16 ailesi, miR-17-92 kiimesi E2F1 SPRED1
201| hsa-miR-20a-5p miR-16 ailesi, miR-17-92 kiimesi E2F1 THBS1
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202 | hsa-miR-20a-5p miR-16 ailesi, miR-17-92 kiimesi E2F1 TP53INP1
203 | hsa-miR-20a-5p miR-16 ailesi, miR-17-92 kiimesi E2F1 VEGFA
204 | hsa-miR-20a-5p miR-16 ailesi, miR-17-92 kiimesi E2F1 ZNFX1
205| hsa-miR-20b-5p | miR-16 ailesi, miR-106a-363 kiimesi E2F1 ABCA1
206 | hsa-miR-20b-5p | miR-16 ailesi, miR-106a-363 kiimesi E2F1 ATAD?2
207 | hsa-miR-20b-5p | miR-16 ailesi, miR-106a-363 kiimesi E2F1 BRCA1
208 | hsa-miR-20b-5p | miR-16 ailesi, miR-106a-363 kiimesi E2F1 CCND1
209 | hsa-miR-20b-5p | miR-16 ailesi, miR-106a-363 kiimesi E2F1 CDKN1A
210| hsa-miR-20b-5p | miR-16 ailesi, miR-106a-363 kiimesi E2F1 FAM129A
211| hsa-miR-20b-5p | miR-16 ailesi, miR-106a-363 kiimesi E2F1 MCL1
212| hsa-miR-20b-5p | miR-16 ailesi, miR-106a-363 kiimesi E2F1 MDM?2
213| hsa-miR-20b-5p | miR-16 ailesi, miR-106a-363 kiimesi E2F1 NPAT
214 | hsa-miR-20b-5p | miR-16 ailesi, miR-106a-363 kiimesi E2F1 PTGER4
215| hsa-miR-20b-5p | miR-16 ailesi, miR-106a-363 kiimesi E2F1 RACGAP1
216 | hsa-miR-20b-5p | miR-16 ailesi, miR-106a-363 kiimesi E2F1 RB1
217 | hsa-miR-20b-5p | miR-16 ailesi, miR-106a-363 kiimesi E2F1 RPA2
218 | hsa-miR-20b-5p | miR-16 ailesi, miR-106a-363 kiimesi E2F1 RRM?2
219 | hsa-miR-20b-5p | miR-16 ailesi, miR-106a-363 kiimesi E2F1 SPRED1
220| hsa-miR-20b-5p | miR-16 ailesi, miR-106a-363 kiimesi E2F1 TP53INP1
221| hsa-miR-20b-5p | miR-16 ailesi, miR-106a-363 kiimesi E2F1 VEGFA
222 | hsa-miR-20b-5p | miR-16 ailesi, miR-106a-363 kiimesi E2F1 ZNFX1
223 | hsa-miR-210-3p - HIF1A BNIP3
224 | hsa-miR-210-3p 3 HIF1A LDHA
225| hsa-miR-210-3p = HIF1A TFRC
226 | hsa-miR-214-3p - TWIST1 EZH?2
227| hsa-miR-21-5p - STAT3 BCL2
228| hsa-miR-21-5p - STAT3 EGFR
229 | hsa-miR-21-5p - STAT3 FAS
230| hsa-miR-21-5p - STAT3 ICAM1
231| hsa-miR-21-5p - STAT3 KAT6A
232| hsa-miR-21-5p - STAT3 MMP2
233| hsa-miR-21-5p - STAT3 MMP9
234| hsa-miR-21-5p - STAT3 MUC1
235| hsa-miR-21-5p - STAT3 MYD88
236 | hsa-miR-21-5p - STAT3 PTEN
237 | hsa-miR-21-5p - STAT3 SOCS1
238| hsa-miR-21-5p - STAT3 TGFB1
239| hsa-miR-21-5p - NFKB1 TNFAIP3
240| hsa-miR-21-5p - STAT3 | TNFRSF10B
241| hsa-miR-21-5p - STAT3 USP7
242 | hsa-miR-21-5p - STAT3 VEGFA
243 | hsa-miR-223-3p - E2F1 ABCB1
244 | hsa-miR-223-3p - E2F1 ECT2
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245| hsa-miR-223-3p - E2F1 MDM2
246 | hsa-miR-223-3p - E2F1 PTBP2
247 | hsa-miR-223-3p - E2F1 STMN1
248 | hsa-miR-25-3p miR-106b-25 kiimesi PTEN EZH?2
249 | hsa-miR-26a-5p - MYC EZH2
250| hsa-miR-27a-3p - RUNX1 FHL2
251| hsa-miR-27a-3p - RUNX1 NF1
252 | hsa-miR-34a-5p - TP53 IKBKB
253 | hsa-miR-34a-5p - MYC NF1
254 | hsa-miR-424-5p - HIF1A CCND1
255| hsa-miR-424-5p - HIF1A FGF2
256 | hsa-miR-424-5p - HIF1A RECK
257 | hsa-miR-424-5p - HIF1A VEGFA
258 | hsa-miR-93-5p miR-16 ailesi, miR-106b-25 kiimesi E2F1 ABCA1
259 | hsa-miR-93-5p miR-16 ailesi, miR-106b-25 kiimesi E2F1 ATAD?2
260| hsa-miR-93-5p miR-16 ailesi, miR-106b-25 kiimesi E2F1 BIRC5
261| hsa-miR-93-5p miR-16 ailesi, miR-106b-25 kiimesi E2F1 CCND1
262 | hsa-miR-93-5p miR-16 ailesi, miR-106b-25 kiimesi E2F1 CDKN1A
263| hsa-miR-93-5p miR-16 ailesi, miR-106b-25 kiimesi MYC EZH2
264 | hsa-miR-93-5p miR-16 ailesi, miR-106b-25 kiimesi E2F1 FAM129A
265| hsa-miR-93-5p miR-16 ailesi, miR-106b-25 kiimesi E2F1 MCL1
266 | hsa-miR-93-5p miR-16 ailesi, miR-106b-25 kiimesi E2F1 MCM5
267 | hsa-miR-93-5p miR-16 ailesi, miR-106b-25 kiimesi E2F1 MDM?2
268| hsa-miR-93-5p miR-16 ailesi, miR-106b-25 kiimesi E2F1 NPAT
269 | hsa-miR-93-5p miR-16 ailesi, miR-106b-25 kiimesi E2F1 PTGER4
270| hsa-miR-93-5p miR-16 ailesi, miR-106b-25 kiimesi E2F1 RACGAP1
271| hsa-miR-93-5p miR-16 ailesi, miR-106b-25 kiimesi E2F1 RB1
272 | hsa-miR-93-5p miR-16 ailesi, miR-106b-25 kiimesi E2F1 RPA2
273| hsa-miR-93-5p miR-16 ailesi, miR-106b-25 kiimesi E2F1 RRM?2
274 | hsa-miR-93-5p miR-16 ailesi, miR-106b-25 kiimesi E2F1 SPRED1
275| hsa-miR-93-5p miR-16 ailesi, miR-106b-25 kiimesi E2F1 STC2
276 | hsa-miR-93-5p miR-16 ailesi, miR-106b-25 kiimesi E2F1 TP53INP1
277| hsa-miR-93-5p mMiR-16 ailesi, miR-106b-25 kiimesi E2F1 UBE2M
278| hsa-miR-93-5p miR-16 ailesi, miR-106b-25 kiimesi E2F1 VEGFA
279 | hsa-miR-93-5p miR-16 ailesi, miR-106b-25 kiimesi E2F1 ZNFX1

Meme kanseri gelisimi i¢in 6nemli olan devrelere bakildiginda tipki olusumda onemli
devrelerde oldugu gibi bazi aile (family) ve kiimelere (cluster) ait miRNA’lar oldugu
goriilmektedir. Let 7 (let-7a-5p, let-7b-5p, let-7c-5p ve let-7e-5p), miR-17 (miR-106a-5p,
mMiR-106b-5p, miR-17-5p, miR-20a-5p, miR-20b-5p ve miR-93-5p), miR-16 ailelerine
(miR-15a-5p, miR-16-5p ve miR-195-5p) (family) ve miR-106a-363 (miR-106-5p ve
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miR-20b-5p), kromozom 21(let-7c-5p ve mIiR-155-5p), mMiR-106b-25 (MiR-106b-5p,
mMiR-25-3p ve MiR-93-5p), miR-1-133 (miR-1-3p), miR-16 (miR-15a-5p ve miR-16-5p),
miR-17-92 (miR-19a-3p, miR-17-5p ve miR-20a-5p) ve miR-183-96-182 (miR-183-5p)
gibi bazi kiimelere (cluster) ait miRNA’larin ¢ogunlukta oldugu dikkat ¢ekmektedir.

Bu devrelerin elemanlarina bakildiginda yine hsa-miR-16-5p devrelerde sikligi en fazla
olan miIRNA’dir. 279 devrenin 72 tanesinde miRNA olarak miR-16-5p mevcuttur. TF’ler
incelendiginde ise tipki meme kanseri olusumunda 6nemli devrelerde oldugu gibi E2F1’in
en fazla devrede olan transkripsiyon faktorii oldugu goriilmektedir. 279 devrenin 215
tanesinde TF olarak E2F1 bulunmaktadir. E2F1 haricinde transkripsiyon faktorii olarak
olusumda da o6nemli olan MYC, E2F3, CEBPA, SMAD4, EGR1, TWIST1, STAT3,
PTEN’e ek ve gelisime spesifik olarak NFKB1, HIF1A, RUNXI ve TP53 bulunmaktadir.

WebGeshtalt (91) analiz araci kullanilarak devrelerde yer alan hedef genlerin rol aldigi
yolaklara bakildiginda p53, hiicre dongiisii (cell cycle), apoptoz gibi kanserde 6nemli
yolaklarda anlamli sekilde zenginlestikleri goriilmektedir. Ayn1 zamanda listedeki 132
bagimsiz genin 51 tanesinin (MMP9, MAPKS, NF, , RECK, KDR, PPM1D, RRM1,
CHEK1, CDKN1A, CCNB1, NPAT, CCNE1, THBS1, EZH2, WNT5A, DIRASS,
CCND1, RB1, MDM2, SOCS1, PTEN, MMP2, BCL2, BNIP3, PIM1, DNMTL,
HMMR, TGFB1, PLK1, IGF2R, ERCC1, TNFRSF10B, HSPA5, RRM2, VIM,
MCL1, BRCAL, AURKB, VEGFA, FANCA, CDK1, EGFR, FAS, MUC1, HPSE,
BIRC5, ABCB1, RHOBTB2, SERPINB5, BMI1, CDKN2A) kanser ile 27 tanesinin
(HMMR, TGFB1, MMP9, ERCC1, PPM1D, CHEK1, CDKN1A, BRCA1, VEGFA,
CCNELl, EGFR, EZH2, CCND1, DIRAS3, MUC1, RB1, MDM2, BIRCS5, PTEN,
MMP2, ABCB1, IGF1, RHOBTB2, SERPINB5, BCL2, BMI1, UHRF1) ise direkt
olarak meme kanseriyle iliskili oldugu goriilmiistiir (sirasiyla, p=2.22e-46 ve p=7.92e-27).
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5.3.2.3. Meme Kanseri Olusum ve Gelisim Siireclerinin Devreler Acisindan

Karsilastirilmasi

Olusum Gelisim

Sekil 5.4. 2. Tip devrelerinin meme kanserinin olusum ve gelisim siiregleri acisindan
karsilastirilmasina ait venn semasi. 11 tane devrenin meme kanseri olusumu i¢in, 162 tane
devrenin ise meme kanseri gelisimi i¢cin 6nemli oldugu goriilmektedir.

2. Tip devre listeleri Venny 2.1.0 analiz araci kullanilarak karsilastirildiginda 11 tane
devrenin sadece meme kanseri olusum siirecinde 6ne ¢iktig1 tespit edilmistir. Bu devreler

suanlardir;

(1) hsa-miR-1-3p— CEBPA — IL6,

(2) hsa-miR-106a-5p— E2F1— RND3,
(3) hsa-miR-16-5p— E2F1— EPB41L2,
(4) hsa-miR-16-5p— E2F1— KLC2,

(5) hsa-miR-16-5p— E2F1— PIK3R3,
(6) hsa-miR-16-5p— E2F1— YPELS,
(7) hsa-miR-17-5p— E2F1— EPB41L2,

(8) hsa-miR-17-5p— E2F1— RND3,
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(9) hsa-miR-20a-5p— E2F1— KIT,

(10) hsa-miR-93-5p— E2F1— RND3,

(11) hsa-miR-191-5p— EGR1— CCND2

5.4. SISTEMIN FAYDA ANALIiZi SONUCLARI

Yukarida detayli olarak anlatildig1 gibi (4.2.3. miSEA VE GSEA ANALIZLERI) miRNA,
TF ve hedef genler listelerinin belirlenmesinde yalnizca DE analizi ile sinirlanmamak i¢in
GSEA ve miSEA araglar sistemimize entegre edilmistir. Bu araglar kullanilarak miRNA,
MRNA ve TF listelerimizdeki (DE listeler) elemanlarla anlamli sekilde baglantili olan TF
ve miRNA’larin gbézden kacirilmamasi, listelerimizin  DE  bagimsiz  olarak

zenginlestirilmesi hedeflenmistir.

Tez calismasi kapsaminda gelistirilen bu zenginlestirme tabanli (Enrichment-based) devre
analizi sisteminin veri kaybinin engellenmesine olan faydasinin tespit edilmesi i¢in girdi
olarak sadece DE listelerin kullanildig1 yeni analizler gergeklestirilmistir. Sonug olarak
zenginlestirme tabanli yontemimizin tespit edilen devre sayisin1 6nemli 6l¢iide arttirdig: ve

veri kaybin1 6nemli 6l¢iide engelleyebilecegi goriilmiistiir;

e Meme kanseri olusumunun arastirilmasi i¢in kullanilan verilerden zenginlestirme
tabanlt (Enrichment-based) devre analizi sistemimiz kullanilarak ikinci tip gl
devreden 128 tane elde edilmisken yalnizca DE listeler ile yapilan analizde yalnizca 38
tane devre elde edilmistir.

e Meme kanseri gelisiminin arastirilmasi i¢in kullanilan verilerden zenginlestirme tabanh
(Enrichment-based) devre analizi sistemimiz kullanilarak ikinci tip tiglii devreden 279
tane elde edilmisken yalnizca DE listeler ile yapilan analizde yalnizca 156 tane devre

elde edilmistir.

Fayda analizi sonuglari EK-9 olarak verilmistir.
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6. TARTISMA VE SONUC
6.1. TARTISMA

Gen ifadesi hiicreye ve zamana gore degisiklik gdstermesi ile biyolojik siireclerdeki en
onemli mekanizmalardan birisidir ve diizenlenmesindeki aksakliklarin hastaliklarla olan
birebir iligkisi bilinmektedir. Gen ifadesinin diizenlenmesindeki gorevli elemanlarin
(miRNA, transkripsiyon faktérii vb.) arasindaki iliski de biyolojik mekanizmalarin

anlagilmasinda oldukga 6nemlidir.

Bu tez calismasinda meme kanserinin olusum ve gelisiminde rol alan gen ifadesi-
diizenleyici mekanizmalarin sistem biyolojisi yaklasimi ile ortaya cikarilmasi, tani ve
tedavi stlirecinde hedef olabilecek diizenleyici devrelerin tanimlanmasi hedeflenmistir.
Bugiine kadar farkli hastaliklar {izerinde gergeklestirilen ¢ok sayida ¢alismada ozellikle
regiilatif elemanlarin birbirleri ile olan ikili iligkileri ortaya konmustur ve bu iliskileri
tanimlayabilecek programlar gelistirilmistir. Ayrica Transkripsiyon faktorii-miRNA-Hedef
gen iclii devrelerinin arastirildigi ¢alismalar olmakla birlikte 6zellikle bir hastaligin
olusum ve gelisimi iizerine detayll analiz yapilmamistir. Ozellikle meme kanserinde
hiicrede ifade diizenlemesine yonelik devre tanimlamasi bugiine kadar yapilan ¢aligmalarda

bulunmamaktadir. Bu tez ¢alismasi bu agidan literatiire 6nemli bir katki saglamaktadir.
Zenginlestirme tabanl devre analiz programi

Calismanin program gelistirme bolimi iki ana kisimdan olusmaktadir. Birinci analiz
hattin1 olusturan siire¢ probleme 6zgii lokal diizenleyici agin olusturuldugu, mMRNA ve
miRNA deneylerinin biitiinlesik analizinin yapildig1 kisimdir. Meme kanseri olusumunu
arastirabilmek i¢in se¢ilen mRNA ve miRNA verilerine 6nce DE (Differential Expression)
analizi uygulanmis ve meme tiimor ve meme normal dokularinda farklilik gésteren gen ve
miRNA setleri listelenmistir. Ayn1 analiz meme kanseri gelisimi olarak ifade ettigimiz
artan derecelerdeki meme tiimorleri arasinda gerceklestirilmis ve 1., 2. ve 3. derece timor
ornekleri arasinda farklilik gosteren mRNA ve miRNA listeleri olusturulmustur. Bu analize
gore farkli ifade olan genler ve miRNA’lar secilerek bir sonraki adima gecilmistir.
Literatiirde bu devreler ile ilgili yapilmis biitiin ¢aligmalarda dikkate alinan miRNA, TF ve

gen listeleri sadece ya DE analizine dayanarak ya da sadece statik iligkilere bakilarak
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secilmektedir (38,41,43,92). Ancak gerek kullanilan istatistiksel yontemlerin olasi hatalar
gerekse ifadesi iki durum arasinda 6nemli 6l¢iide degismeyen miRNA ve TF’lere bagh
olarak onemli ag diigiimleri kagiriliyor olabilir. 2013 yilinda alzheimer hastaliginda TF-
miRNA diizenleyici devrelerini arastiran bir ¢aligmada arastirmacilar DE listeler ile statik
bilgileri birlestirmis ve bunun sonucunda DE degerinin aktif devrelerin tespiti i¢in yeterli
olamayacagini, anlamli sekilde ifade degisikligi olmayan elemanlarin da anahtar
diizenleyiciler olabilecegini soylemislerdir (43). Bu nedenle DE analizlerine ek olarak DE
listelerinde bulunmayan TF’lerin ve miRNA’larin belirlenebilmesi igin hedef genler
iizerinde elde ettigimiz gen ve miRNA listelerini istatistiksel olarak anlamli sekilde iliskili
oldugu diger genleri zenginlestiren GSEA (Gene Set Enrichment Analysis), miRNA’lar
iizerinde ise miSEA analizleri uygulanmistir. Bu sayede kendi ifadeleri 6nemli 6lgiide
degismedigi halde hedefledigi gen/miRNA kiimeleri o deneyde zenginlesen TF ve
miRNAlar da bir sonraki adima gegebilmistir. Boylece verilere 6zgii lokal agda yer almasi
beklenen tiim elemanlarin veri kaybi olmadan belirlenebildigi Ongoriilmektedir. Tez
caligmast kapsaminda gelistirilen sistemin DE ile sinirli olmayan zenginlestirme tabanlt
(Enrichment-based) bir sistem olmasinin faydasi, girdi olarak sadece DE listelerin
kullanilmasiyla devre sayisinin 6nemli Olglide azalmasiyla goriilmiistiir (zenginlestirme
analizi devreden ¢ikartildiginda; meme kanseri olusumunda 6nemli olan listelerde %70,
meme kanseri gelisimi igin 6nemli olan listelerde % 44 oraninda azalis olmaktadir).
Tasarladigimiz yontemin tespit edilen devre sayisini 6nemli 6l¢iide arttirdigi ve bu sayede
veri kaybin1 Onemli oOlglide engelleyebilecegi goriilmektedir. Bu da sistemimizi
literatiirdeki yontemlerden farkli, onemli ve Ozgiin bir yere koymaktadir ve kurgusu
literatiirdeki 6nemli bir boslugu doldurmaktadir. Tez kapsaminda meme kanseri olusumu
ve gelisimi Ozelinde sonuglar elde edilmistir ancak bu sistemi, algoritmayr ve kodu
dinamik olarak her hastalik veya karsilastirma durumu (Or: yas, cinsiyet, ila¢ uygulamasi

gibi) i¢in kullanmak miimkiindiir.

Veri kaybinm1 engellemek igin dikkate aliman bir diger nokta da miRNA
isimlendirmelerinden kaynaklanabilecek kayiplarin Oniine ge¢mektir. miRBAse’in farkl
versiyonlarinda isimlendirmede yapilan degisiklikler sonucunda literatiirde farkli
isimlendirmelerle karsilagilabilmektedir. “miRNA isimlendirme sorunlariin asilmasi1”
baslig1 altinda detaylandirilirmis olan miRNA isimlendirme sorunlarinin asilmasi igin

miRNAmeConverter aract kullanilarak miRNA isimlendirmeleri miRBase’in  21.
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versiyonuna getirilmistir. Ornek olarak listelerimizde mevcut olan miRNA’lardan bir
tanesi olan hsa-miR-1-3p 2011 yilinin Nisan aymda miRBase’in 17. Versiyonunda
degismis olan isimlendirme sisteminden once hsa-miR-1 olarak isimlendirilmekteydi.
Farkli kaynaklardan gelen listeleri kullandigimiz bu ¢alismada, eger isimlendirmeler igin
bir versiyon esitlenmesi yapilmamis olsaydi ayni sekansi temsil eden bu iki ayr1 isim
sebebiyle veri kayb1 yasanacakti. Yani hsa-miR-1-3p’nin diizenleyici olarak var oldugu
devreler aktif devre listemizde mevcut olmayacakti. Isimlendirmelerin standardize edilmesi
farkli ¢aligmalardan gelen verilerin kiyaslanabilir hale getirilmesine olanak saglamis ve bu

sebeple olabilecek veri kaybini sifira indirmistir.
Devre analiz programinin meme kanseri verilerine uygulanmasi

Devre analiz programi meme kanseri olusum ve gelisim siire¢lerinde anlamli olarak rol
alan Transkripsiyon faktori-miRNA-Hedef gen devrelerinin agiga ¢ikartilmasi igin timor —
normal veri setlerine ve 1., 2. ve 3. derece tiimor veri setlerine uygulanmistir. Her iki
durumda da 6nemli olan devrelerdeki miRNA’lara bakildiginda belirgin bir oriintii (desen,
pattern) gozlemlenmektedir. Bu devreler genellikle miR-106b-25, miR-106a-363 ve
miR17-92 gibi miRNA kiimelerinin elemanlarini icermektedir. Bu kiimelerin E2F’ler ile
karsiliklr iliskisi literatiirde kanitlanmustir. Ornegin miR-17-92 kiimesi tiimor olusumunu
diizenler ve E2F1 translasyonunu etkileyerek onkogenler olarak islev goriir [84]. Bunu
dogrulayacak sekilde EK-8’de verilen miR-TF iliskisinin karsilikli olmadig1 (1. tip devre)
listelere bakildiginda miRNA cesitliliginin arttig1 ve bu oranda TF cesitliliginin de arttig1
gozlemlenmektedir. Bu diisiindiirmektedir ki belli miRNA’lar TF olarak E2F’ler ile iligki

halindedir ve bu se¢im karsilikli olabilir.

Cizelge 5.3 ve Cizelge 5.4’teki devrelerde (bu devre tipinde karsilikli bir TF-miR iliskisi
vardir; Sekil 5.3, 2. tip devre) en sik goriilen TF’in E2F1 olmasi bu regiilatif elemanin
miRNA regiilasyonunda secildigine isaret etmektedir ki literatiirde bunu destekleyen
caligmalar bulunmaktadir. 2010 yilinda kanserde E2F-miRNA crosstalk (¢apraz konusma,
capraz etkilesim) iizerine bir derleme makalesi yayimlanmistir ve hiicrenin kaderini
belirleyen kararda bu ikili etkilesimin 6nemine isaret etmistir. E2F1 ve onun tarafindan
diizenlenen miRNA'larin diizenleyici gorev yaptig1 hiicresel igerige bagl olarak degisen

Ozgiin fonksiyonlara sahip oldugunun altin1 ¢izen bu makalede, E2F1- miR-17-92
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kiimesinin pro-tiimorijenik ve anti-timorijenik aktivite gdsterebildigine dair raporlar
detaylandirilmistir. Meme kanserinde bir 6rnek olarak miR-17-92 kiimesi iiyelerinden;
miR-17-5p ve miR-20a'nin ifade diizeylerinin, insan meme tiimorlerinde ve hiicre
hatlarinda siklin D1 (CCND1) seviyeleri ile ters orantili oldugu verilmistir. Cyclin D1’in,
hiicre dongiistinde G1’den S’e gegiste ve timor olusumunda onemli bir rol oynadigi
bilinmektedir. CCNDI1'in proliferatif fonksiyonunu smirlandirarak S fazi girisini
engelleyen bu miRNA'larin bir hedefi oldugunu gosterilmistir (93). Cizelge 5.4’teki meme
kanseri gelisiminde énemli olan devrelere bakildiginda bu sonuglarla paralel olarak hsa-
miR-17-5p—E2F1—-CCNDI ve hsa-miR-17-5p—E2F1—CCND1’in  devrelerimiz
arasinda oldugu goriilmektedir. Bu konuda yazilmis bir bagska derleme ise E2F1’e bagh
sekilde VEGF ifadesi diizenlenmesinin anjiyogenez yanitindan birebir sorumlu oldugunu
belirtmektedir. Tez ¢alismas1 kapsaminda belirlenen meme kanseri olusum ve gelisiminde
onemli devrelere baktigimizda bu iki elemanin da oldugu bir¢ok devre oldugu
goriilmektedir. Buna meme kanseri gelisiminde 6nemli devreler arasinda mevcut olan miR-
16 ailesi/miR-17 ailesi—E2F1—VEGFA devreleri drnek verilebilir. Anjiyogenezin timdr
gelisimindeki en Onemli mekanizmalardan biri oldugu disiiniildiigiinde bu sonuglar

karsilikli olarak birbirini dogrular niteliktedir (94).

Cizelge 5.3 ve Cizelge 5.4’teki devrelerde yer alan hedef genler ile yapilan yolak analizleri
bu genlerin kanserde 6nemli olan p53, MAPK, mTOR, Jak-STAT, VEGF sinyal yolaklari,
hiicre dongiisti, apoptoz gibi yolaklarda zenginlesmesiyle sonuglanmistir. Literatiirle
uyumlu olarak oOzellikle E2F1’in yer aldigi regiilasyon sistemlerinde anjiyogenez ve

apoptoz gibi yolaklarin 6ne ¢iktigi veriler mevcuttur (30,93-95).

Arastirma bulgularinda da bahsedildigi gibi meme kanseri olusum ve gelisiminde énemli
olan devrelerde sikligi en fazla olan elemanlar miR-16 ailesi ve miR-16 kiimesinin bir
iyesi; miR-16-5p ve E2F1°dir. Hedeflerden siklig1 en ¢ok olan gen ise VEGFA’dir. Bu
tclityli igeren miR-16-5p—E2F1—VEGFA devresi iki listede de mevcuttur. Literatiire
bakildiginda bu devrenin elemanlarinin birbirleriyle ve meme kanseriyle olan iliskilerini
gosteren bir¢ok calisma yapilmistir. hsa-miR-16-5p’nin apoptozu destekledigi, tiimor
baskilayic1 olarak gorev yaptigi, ifadesindeki artigin hiicre biiylimesini ve proliferasyonu
azalttigr caligmalarla gosterilmistir. Ayn1 zamanda E2F1’in meme kanserinde timor

olusumunu ve metastazi regiile ettigi de yapilan deneysel ¢aligmalar ile kanitlanmistir (95).
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VEGFA ifadesinin ise E2F kaybi ile azaldig1 dolayisiyla aralarindaki ikili bir iligski oldugu
gosterilmistir (95). 2017 yilinda meme kanserinde miR-16-5p’nin artisinin proliferasyonu
ve invazyonu baskiladigi ve bunu VEGFA iliskili olarak apoptoz yolagini kullanarak
gerceklestirdigini gosteren bir ¢alisma bulunmaktadir (96).

Bu karsilagtirmalara bakildiginda literatiirle bu kadar paralellik gostermesi listelerimizin
dogrulugunu kanitlar niteliktedir. Bu gostermektedir ki listelerimizdeki diger elemanlar
literatiirde daha 6nce meme kanseriyle ve/veya birbirleriyle iliskilendirilmemis biyobelirteg

adaylar1 olabilir.
Kiyaslama

Cizelge 5.3’deki meme kanseri olusumunda 6nemli (128 tane) ve Cizelge 5.4’teki meme
kanseri gelisiminde Onemli (279 tane) devreler karsilagtirildiginda 117 devrenin iki
durumda da etkin oldugu goriilmiistiir. Normal hiicreden kanser hiicresine dogru gidiste
giderek artan sekilde bozulan mekanizmalarin ¢ogunlukla saglikli hiicredeki kontrol
mekanizmalar1 oldugu distiniildiigiinde bu 6ngoriilebilir bir sonugtur (97,98). 11 tane
devre ise meme kanseri olusumuna spesifik goriilmektedir (Sekil 5.4). Bu devreler; hsa-
miR-1-3p— CEBPA— IL6, hsa-miR-106a-5p— E2F1— RND3, hsa-miR-16-5p—
E2F1— EPBA41L2, hsa-miR-16-5p— E2F1— KLC2, hsa-miR-16-5p— E2F1— PIK3R3,
hsa-miR-16-5p— E2F1— YPELS5, hsa-miR-17-5p— E2F1— EPB41L2, hsa-miR-17-
5p— E2F1— RND3, hsa-miR-20a-5p— E2F1— KIT, hsa-miR-93-5p— E2F1— RND3,
hsa-miR-191-5p— EGR1— CCND2’dir.

Bu devrelerin oluguma spesifik devreler oldugu goz oniinde bulunduruldugunda normal
meme hiicresi yapisindan kanser hiicresine doniiste aktif rolii olan devreler oldugu
diistiniilebilir. Bu devrelerin elemanlarina bakildiginda genelde apoptoz ve proliferasyonda
gorev yapan miRNA’lar oldugu goriilmektedir (99-102). Kanserin olusma mekanizmasi
diistintildiiglinde ise apoptoz mekanizmasinin bozuldugu proliferasyonun kontrolsiizce
arttigl goéz onilinde bulunduruldugunda bu mekanizmalarda rol oynayan elemanlarin aktif
olmasi beklenebilir. Ornegin bu 11 devredeki miRNA’lardan hsa-miR-93-5p’nin apoptoz,
hiicre dongiisii, proliferasyon ve diferansiyasyon ile iliskili oldugu; hsa-miR-17-5p, hsa-
miR-20a’nin ise bunlara ek olarak anjiyogenezde de rol aldigi bilinmektedir (102).

Listedeki devrelerden hsa-miR-191-5p— EGR1— CCND?2’yi olusturan elemanlar detayl
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olarak incelendiginde miR-191, meme kanserinde iki sekilde etkinlik gostermektedir.
yiiksek miR-191/425 seviyeleri giiclii bir timor baskilayici genin baskilanmasiyla (EGR1),
proliferasyona neden olmaktadir, ifadesinin diismesi ise agresif meme kanseri hiicrelerine
bir proliferatif avantaj saglayan CCND2 gibi 6nemli modiilatorlerin yiiksek ifadesi ile
sonug¢lanmaktadir. Sonug olarak miR-191/425 kiimesinin meme kanseri hiicrelerinin kanser

baslatilmasi ve ilerlemesi {lizerinde temel bir etkiye sahip oldugu gosterilmistir (101).
6.2. SONUC

Bu tez c¢aligmasinda zenginlestirme tabanli 0zgiin bir sistem ve devre analiz araci
gelistirilmistir. Bu sistemin mimarisi; miRNA isimlerinin standardize edilmesi, literatiirde
var olan veri (global) ile kendi verimizi (lokal) bir araya getirme imkan1 vermesi, sadece
DE ile sinirli kalmamasi zenginlestirme analizlerinin (miSEA, GSEA) de entegre edilmis
olmasi agisindan literatiirdeki yontemlerden farkli ve 6zgiindiir. Veri kaybinin minimuma
indirgendigi bu sistemi, algoritmay1 ve kodu aragtirmacilar her hastalik veya karsilagtirma

durumu i¢in kolaylikla kullanabileceklerdir.

Gelistirilen sistem ve devre analiz aracinda literatiirde daha 6nce yapilmis meme kanseri ve
normal dokularm miRNA, TF ve gen ifade (expression) verileri girdi olarak kullanilmis ve
meme kanseri olusumunda (tlimor&normal) ve gelisiminde (tlimor derecesi/ grade) rol alan
Transkripsiyon faktorii-miRNA-Hedef gen devreleri (biological circuits) olarak ortaya
cikartilmistir. Meme kanseri olusum ve gelisiminde onemli devrelerin arastirildigi bir
caligma literatiirde mevcut degildir. Bu nedenle sonuglar literatiirdeki 6nemli bir boslugu

doldurmaktadir.

Calismada elde edilen devreler ile literatiir arasinda kuvvetli iligkiler oldugu tespit
edilmistir bu da gelistirmis oldugumuz sistemin giivenilir olduguna ve elimizdeki listelerde
olan diger elemanlarin da literatiirde henliz meme kanseri ile iliskilendirilmemis potansiyel

biyobelirte¢ adaylar1 ve terapi hedefleri olabilecegine isaret etmektedir.
Tleride yapilmasi diisiiniilen ¢calismalar;

e Ik olarak gelistirilen sistemi kullaniciya kolaylik saglayabilecek daha organize bir hale

getirmek ve sadece sistemin sunuldugu bir sekilde yayimlamak amaglanmaktadir. Bu
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sayede arastirmacilarin kolaylikla indirip analiz yapabilecekleri ve farkli durumlar icin
kullanabilecekleri pratik bir ara¢ sunulmus olacaktir.

Elde edilen devre listelerinden 6n plana ¢ikan adaylarla ileri diizey fonksiyonel
caligmalar gerceklestirmek amaglanmaktadir. Bu sayede literatiirde daha &nce
calisilmamis biyobelirte¢ adaylari deneysel olarak da tespit edilmis olacak ve sistem
biyolojisi yaklagimi ile elimizdeki biitiin bilgileri yan yana koyarak meme kanseri

olusum ve gelisimi ile ilgili daha kapsamli sonuglar elde edilmis olacaktir.
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8. EKLER
EK-1

Transkripsiyon faktorii-miRNA-Hedef gen devrelerinin belirlenmesi icin gelistirilen
kod

#include<stdio.h>

#include<stdlib.h>

#include<string.h>

int main ()

FILE *TF fp, *Mi fp,
*Gene_ fp, *MiGene fp, *MiGene Kontrol fp,*Sonuc_ fp, *TFGene fp, *MiTF fp, *TFM
i fp;

char TF[20], MiRNA[20], Gene[20],MiRNA K[20], Gene K[20]; // dosyadan
okuyacagimiz verileri kaydetmek ig¢in dedisken tanima

char TF1[886][20], MiRNA1[351][20],Genel[11068][20]; // Dosyadan okunan
veriler icin dizi tanimlara

//char Mi Genel[157590][40]; //103 gen X 1530 MiRNA
int i=0,7,k;
TF fp=fopen ("TF.txt","r"); //TF dosyasi okunmak icin aciliyor

MiGene fp=fopen ("MiGene.txt","w+"); //MiGene dosyasini biz olusturuyoruz
Mimkiin olan tim MIRNA ve Gene sembolil ikililerini yazacadiz bu dosyaya

Mi fp=fopen ("MiRNA.txt","r"); // MiRNA dosyasini okumak i¢in aciyoruz
Gene fp=fopen("Gene.txt","r"); // Gene dosyasini okumak i¢in ac¢iyoruz
TFGene fp=fopen ("TFGene.txt", "w+");

MiTF fp=fopen ("MiTF.txt", "w+");

TFMi fp=fopen ("TFMi.txt","w+");

//Eger dosya bulunamazsa hata mesaji verir (Dosyalarin program dosyasiyla
ayni klasdrde bulunmasi gerekiyor aksi halde yolu vermek gerekir)
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if ((TF_fp==NULL
) || (Mi_£p==NULL) |
(MiTF fp==NULL) | |

| (Gene fp==NULL) | | (MiGene fp==NULL) | | (TFGene fp==NULL) | |
(TFMi_fp==NULL) )

{ printf ("dosya acilamadi");

return 1;

// TF lerin dosyadan okunup dizi (TF1[]) icerisine aktarilmasi
i=0;

fscanf (TF_fp, "%s",TF);

while (!feof (TF_ fp))

{ strcpy(TF1[i],TF);

i++;

fscanf (TF _fp, "%s",TF);

// MiRNA larin dosyadan okunup dizi (MiRNA1[]) icerisine aktarilmasi
i=0;

fscanf (Mi fp, "%s",MiRNA);

while (!feof (Mi fp))

{ strcpy(MiRNAl[i],MiRNA) ;

i++;

fscanf (Mi fp, "%s",MiRNA);

// Gen sembollerinin dosyadan okunup dizi (Genel[]) icerisine aktarilmasi
i=0;

fscanf (Gene fp,"%$s",Gene);

while (!feof (Gene fp))

{ strcpy(Genel[i], Gene);

i++;
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fscanf (Gene fp,"%$s",Gene);

//Mimkin olan tim miRNA ve Gene ikililerini bir dosyaya (MiGene.txt)
yaziyoruz

for (1i=0;1<11067;i++) //Gene
{ for(j=0; 3<350;j++)//MiRNA

fprintf (MiGene fp,"%s\t%s\n",MiRNAL1[]j],Genel[i]);

for (j=0; j<885;7j++)//TF
{ for(i=0;i<11067;i++)//Gene

fprintf (TFGene fp,"%s\t%s\n",TF1[j],Genel[i]);

for (i=0;1<350;1++) //MiRNA
{ for(3=0; j<885;j++)//TF

fprintf (MiTF fp, "$s\t%s\n",MiRNAL1[i],TF1[j]);

for (j=0; j<885;7j++)//TF
{ for (i=0;1i<350;i++)//MiRNA

fprintf (TFMi fp, "$s\t%s\n",TF1[j],MiRNAL1[i]);

//Dosyalarin kapatilmasi
fclose (TF fp);
fclose (Mi_ fp);

fclose (Gene fp);

fclose (MiGene fp);
fclose (TFGene fp);

fclose (MiTF fp);
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fclose (TFMi fp);

return 0;

#include<stdio.h>
#include<stdlib.h>
#include<string.h>

int main ()

FILE *TF fp, *Mi_ fp,
*Gene_ fp, *MiGene fp, *MiTF Kontrol fp, *Sonuc_ fp, *MiTF fp, *MiGene Kontrol f
ps

char TF[20], MiRNA[20], Gene[20],Gene K[20], MiRNA K[20]; // dosyadan
okuyacagimiz verileri kaydetmek ig¢in dedisken tanimi

//char TF1[540][20], MiRNA1[333][20],Genel[3132][20]; // Dosyadan okunan
veriler icin dizi tanimlara

//char Mi Genel[157590][40]; //103 gen X 1530 MiRNA
int i=0,7,k;

MiGene Kontrol fp=fopen("MiGene kontrol.txt","r"); // Gene dosyasini
okumak ic¢in aciyoruz

MiGene fp=fopen ("MiGene.txt","r");
Sonuc_fp=fopen ("SonucMiGene.txt","w") ;

//EGer dosya bulunamazsa hata mesaji verir (Dosyalarin program dosyasiyla
ayni klasérde bulunmasi gerekiyor aksi halde yolu vermek gerekir)

if ((MiGene Kontrol fp==NULL ) || (MiGene fp==NULL))
{ printf ("dosya acilamadi");

return 1;

//rewind (TMiTF fp);
fscanf (MiGene Kontrol fp,"%s %s",MiRNA K, Gene K);

k=0;//ortak ikilileri saymak icin tutulan dedisken
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while (!feof (MiGene Kontrol fp))

rewind (MiGene fp);
fscanf (MiGene fp, "%s %s",MiRNA, Gene) ;

while (!feof (MiGene fp))

if (strcmp (Gene K, Gene)== && strcmp (MiRNA K,MiRNA)==0 )

fprintf (Sonuc_ fp, "%$s\t%s\n",MiRNA K, Gene K);

k++;

fscanf (MiGene fp, "%s %s",MiRNA, Gene) ;

fscanf (MiGene Kontrol fp, "%s %s",MiRNA K, Gene K);

fprintf (Sonuc_fp, "%d tane ortak \n",k);
//Dosyalarin kapatilmasi

fclose (MiGene fp);

fclose (MiGene Kontrol fp);

fclose (Sonuc_ fp);

return 0;

#include<stdio.h>
#include<stdlib.h>
#include<string.h>

int main ()
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FILE *TF fp, *Mi fp,
*Gene_ fp, *MiGene fp, *MiTF Kontrol fp,*Sonuc_fp, *MiTF fp, *TFMi Kontrol fp;

char TF[20], MiRNA[20], Gene[20],TF K[20], MiRNA K[20]; // dosyadan
okuyacagimiz verileri kaydetmek icin dedisken tanimi

//char TF1[540][20], MiRNA1[333][20],Genel[3132][20]; // Dosyadan okunan
veriler ig¢in dizi tanimlara

//char Mi Genel[157590][40]; //103 gen X 1530 MiRNA
int i=0,3,k;

MiTF Kontrol fp=fopen ("MiTF_ kontrol.txt","r"); // Gene dosyasini okumak
ig¢in agiyoruz

MiTF fp=fopen ("MiTF.txt","r");
Sonuc_fp=fopen ("SonucMiTF.txt","w");

//EJer dosya bulunamazsa hata mesaji verir (Dosyalarin program dosyasiyla
ayni klasdérde bulunmasi gerekiyor aksi halde yolu vermek gerekir)

if ((MiTF Kontrol fp==NULL ) || (MiTF fp==NULL))
{ printf("dosya acilamadi");

return 1;

//rewind (TMiTF fp);
fscanf (MiTF Kontrol fp,"%s %s",MiRNA K, TF K);
k=0;//ortak ikilileri saymak icin tutulan degisken

while (!feof (MiTF Kontrol fp))

rewind (MiTF fp);

fscanf (MiTF fp, "%s %s",MiRNA, TF);

while (!feof (MiTF fp))

if (strcmp (TF K, TF) == && strcmp (MiRNA K,MiRNA)==0 )

76



fprintf (Sonuc_fp, "%$s\t%$s\n",MiRNA K,TF K);

k++;

fscanf (MiTF fp, "%s %s",MiRNA, TF);

fscanf (MiTF Kontrol fp, "%s %s",MiRNA K, TF K);

fprintf (Sonuc_fp, "%d tane ortak \n",k);
//Dosyalarin kapatilmasi

fclose (MiTF fp);

fclose (MiTF Kontrol fp);

fclose (Sonuc fp);

return 0;

#include<stdio.h>
#include<stdlib.h>
#include<string.h>

int main ()

FILE *TF fp, *Mi fp,
*Gene_ fp, *MiGene fp,*MiTF Kontrol fp, *Sonuc_ fp, *TFGene fp, *TFGene_ Kontrol
fp;

char TF[20], MiRNA[20], Gene[20],TF K[20], Gene K[20]; // dosyadan
okuyacagimiz verileri kaydetmek i¢in dedisken tanimi

char TF1[540]([20], MiRNA1[333][20],Genel[3132][20]; // Dosyadan okunan
veriler igin dizi tanimlara

//char Mi Genel[157590][40]; //103 gen X 1530 MiRNA

int i=0,73,k;
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TFGene Kontrol fp=fopen ("TFGene kontrol.txt","r"); // Gene dosyasini
okumak icin aciyoruz

TFGene fp=fopen ("TFGene.txt","r");
Sonuc_fp=fopen ("SonucTFGene.txt","w");

//EJer dosya bulunamazsa hata mesaji verir (Dosyalarin program dosyasiyla
ayni klasdrde bulunmasi gerekiyor aksi halde yolu vermek gerekir)

if((TFGene_Kontrol_fp==NULL ) I | (TFGene fp==NULL) )
{ printf ("dosya acilamadi");

return 1;

rewind (TFGene fp);
fscanf (TFGene Kontrol fp,"%s %s",TF K, Gene K);
k=0;//ortak ikilileri saymak ic¢in tutulan degisken

while (!feof (TFGene Kontrol fp))

rewind (TFGene fp);

fscanf (TFGene fp, "%s %s",TF,Gene);

while (!feof (TFGene fp))

if (strcmp (TF K, TF)== && strcmp (Gene K, Gene)==0 )

fprintf (Sonuc_ fp, "%$s\t%s\n",TF K,Gene K);

k++;

fscanf (TFGene fp, "$s %s",TF,Gene);

fscanf (TFGene Kontrol fp, "%s %s",TF_K,Gene K);
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fprintf (Sonuc fp, "%d tane ortak \n",6 k);
//Dosyalarin kapatilmasi

fclose (TFGene fp);

fclose (TFGene Kontrol fp);

fclose (Sonuc_fp);

return 0;

#include<stdio.h>
#include<stdlib.h>
#include<string.h>

int main ()

FILE *TF fp, *Mi fp,
*Gene_ fp, *MiGene fp, *MiTF Kontrol fp,*Sonuc_ fp,*TFMi fp, *TFMi Kontrol fp;

char TF[20], MiRNA[20], Gene[20],TF K[20], MiRNA K[20]; // dosyadan
okuyacagimiz verileri kaydetmek icin degisken tanimi

//char TF1[540]([20], MiRNA1[333][20],Genel[3132][20]; // Dosyadan okunan
veriler ic¢in dizi tanimlara

//char Mi Genel[157590][40]; //103 gen X 1530 MiRNA
int i=0,73,k;

TFMi Kontrol fp=fopen ("TFMi kontrol.txt","r"); // Gene dosyasini okumak
i¢in aciyoruz

TFMi fp=fopen ("TFMi.txt","z");
Sonuc_fp=fopen ("SonucTFMi.txt","w");

//EJer dosya bulunamazsa hata mesaji verir (Dosyalarin program dosyasiyla
ayni klasdrde bulunmasi gerekiyor aksi halde yolu vermek gerekir)

if ((TFMi Kontrol fp==NULL ) || (TFMi fp==NULL))
{ printf ("dosya acilamadi");

return 1;
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//rewind (TTFMi fp);
fscanf (TFMi Kontrol fp,"%s %s",TF K,MiRNA K);
k=0;//ortak ikilileri saymak icin tutulan dedisken

while (!feof (TFMi Kontrol fp))

rewind (TFMi fp);
fscanf (TFMi fp, "%s %s",TF,MiRNA);

while (!feof (TFMi fp))

if (strcmp (TF K, TF)== && strcmp (MiRNA K,MiRNA)==0 )

fprintf (Sonuc_fp, "%$s\t%s\n",TF K,MiRNA K);

k++;

fscanf (TFMi_ fp, "%s %s",TF,MiRNA);

fscanf (TFMi Kontrol fp, "%s %s",TF _K,MiRNA K) ;

fprintf (Sonuc_fp, "%d tane ortak \n",k);
//Dosyalarin kapatilmasi

fclose (TFMi_ fp);

fclose (TFMi Kontrol fp);

fclose (Sonuc_fp);

return 0;

#include<stdio.h>
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#include<stdlib.h>
#include<string.h>

int main ()

FILE *TF fp, *Mi_ fp,
*Gene_ fp, *MiGene fp,*MiTF Kontrol fp, *SonucMiTFGene fp,*MiTF fp;

char TF([20], MiRNA[20], Gene[20],TF K[20],MiRNA1([20]; // dosyadan
okuyacagimiz verileri kaydetmek icin dedisken tanimi

//char TF1[540][20], MiRNA1[333][20],Genel[3132][20]; // Dosyadan okunan
veriler ig¢in dizi tanimlara

//char Mi Genel([157590][40]; //103 gen X 1530 MiRNA
int i=0,7,k;

MiGene fp=fopen ("SonucMiGene.txt","r"); // Gene dosyasini okumak icin
aciyoruz

MiTF fp=fopen ("SonucMiTF.txt","r");
SonucMiTFGene fp=fopen ("SonucMiTFGene.txt","w");

//EJer dosya bulunamazsa hata mesaji verir (Dosyalarin program dosyasiyla
ayni klasdrde bulunmasi gerekiyor aksi halde yolu vermek gerekir)

if ((MiGene fp==NULL ))
{ printf ("dosya acilamadi sonuc2");

return 1;

//EGer dosya bulunamazsa hata mesaji verir (Dosyalarin program dosyasiyla
ayni klasdrde bulunmasi gerekiyor aksi halde yolu vermek gerekir)

if ((MiTF_fp==NULL))
{ printf ("dosya acilamadi MiTF");

return 2;

fscanf (MiGene fp,"%s %s",MiRNA, Gene);

while (! feof (MiGene fp))
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rewind (MiTF fp);
fscanf (MiTF fp, "%s %s",MiRNAl,TF);

while (!feof (MiTF fp))

if (strcmp (MiRNA, MiRNAl) == )

fprintf (SonucMiTFGene fp, "%s\t%s\t%s\n",MiRNA,TF,Gene) ;

fscanf (MiTF fp, "%s %s",MiRNAl,TF);

fscanf (MiGene fp,"%s %s",MiRNA, Gene) ;

//Dosyalarin kapatilmasi
fclose (MiGene fp);

fclose (MiTF fp);

fclose (SonucMiTFGene fp) ;

return 0;

#include<stdio.h>
#include<stdlib.h>
#include<string.h>

int main ()

FILE *TF fp, *Mi fp,
*TFGene fp, *MiGene fp, *SonucTFGene fp, *MiTFGene fp, *Sonuc fp;

char TF[20], MiRNA[20], Gene[20],TF1[20],MiRNA1[20],Genel[20]; //
dosyadan okuyacagimiz verileri kaydetmek icin de§isken tanimi
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//char TF1[540][20], MiRNA1[333][20],Genel[3132][20]; // Dosyadan okunan
veriler icin dizi tanimlari

//char Mi Genel[157590][40]; //103 gen X 1530 MiRNA
int i=0,3,k;

MiTFGene fp=fopen ("SonucMiTFGene.txt","r");// Gene dosyasini okumak ic¢in
agliyoruz

TFGene fp=fopen ("SonucTFGene.txt","r");
Sonuc_fp=fopen ("Sonuc.txt","w");

//EJer dosya bulunamazsa hata mesaji verir (Dosyalarin program dosyasiyla
ayni klasérde bulunmasi gerekiyor aksi halde yolu vermek gerekir)

if ((MiTFGene fp==NULL ))
{ printf ("dosya acilamadi sonuc2");

return 1;

//EGer dosya bulunamazsa hata mesaji verir (Dosyalarin program dosyasiyla
ayni klasérde bulunmasi gerekiyor aksi halde yolu vermek gerekir)

if ((TFGene fp==NULL))
{ printf ("dosya acilamadi MiTF");

return 2;

fscanf (MiTFGene fp,"%s %s %s",MiRNA, TF, Gene) ;

while (!feof (MiTFGene fp))

rewind (TFGene fp);
fscanf (TFGene fp, "$s %$s",TF1l,Genel);

while (!feof (TFGene fp))

if(strcmp (TF, TF1)==0 && strcmp (Gene, Genel)==0 )
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fprintf (Sonuc_fp, "%s\t%s\t%s\n",MiRNA, TF, Gene) ;

fscanf (TFGene fp, "%s %s",TF1l,Genel);

fscanf (MiTFGene fp,"%s %s %s",MiRNA, TF, Gene) ;

//Dosyalarin kapatilmasi
fclose (MiTFGene fp);
fclose (TFGene fp);
fclose (Sonuc_fp);

return 0;

#include<stdio.h>
#include<stdlib.h>
#include<string.h>

int main ()

FILE *TF fp, *Mi fp,
*TFMi fp, *MiGene fp, *SonucTFGene fp, *MiTFGene fp, *Sonuc fp;

char TF[20], MiRNA[20], Gene[20],TF1[20],MiRNA1[20],Genel[20]; //
dosyadan okuyacagimiz verileri kaydetmek ic¢in de§isken tanimi

//char TF1[540][20], MiRNA1[333][20],Genel[3132][20]; // Dosyadan okunan
veriler ig¢in dizi tanimlari

//char Mi Genel[157590][40]; //103 gen X 1530 MiRNA
int i=0,7,k;

MiTFGene fp=fopen ("Sonuc.txt","r"); // Gene dosyasini okumak icin
aciyoruz

TFMi_ fp=fopen ("SonucTFMi.txt","r");

Sonuc_fp=fopen ("Sonuc2.txt", "w") ;
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//EJer dosya bulunamazsa hata mesaji verir (Dosyalarin program dosyasiyla
ayni klasdrde bulunmasi gerekiyor aksi halde yolu vermek gerekir)

if ((MiTFGene fp==NULL ))
{ printf ("dosya acilamadi sonuc2");

return 1;

//EJer dosya bulunamazsa hata mesaji verir (Dosyalarin program dosyasiyla
ayni klasdrde bulunmasi gerekiyor aksi halde yolu vermek gerekir)

if ((TFMi_ fp==NULL))

{ printf ("dosya acilamadi MiTF");

return 2;

fscanf (MiTFGene fp,"%s %s %s",MiRNA, TF, Gene) ;

while (!feof (MiTFGene fp))

rewind (TFMi fp);

fscanf (TFMi fp, "%s %s",TF1,MiRNAL);

while (!feof (TFMi fp))

if(strcmp (TF, TF1)==0 && strcmp (MiRNA,MiRNAl)==0 )

fprintf (Sonuc_fp, "%$s\t%s\t%s\n",MiRNA, TF, Gene) ;

fscanf (TFMi_ fp, "%s %s",TF1,MiRNAl);

fscanf (MiTFGene fp,"%s %s %s",MiRNA, TF, Gene) ;
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//Dosyalarin kapatilmasi
fclose (MiTFGene fp);
fclose (TFMi fp);

fclose (Sonuc_fp);

return 0;
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EK-2
Cahsmalardan ayr1 ayri elde edilen DE (ifadesi anlamh olarak degisen) miRNA

listeleri ve tekrarlarin elenmis oldugu son miRNA listeleri.

Giris | Ekle  SafaDuzeni  Formaller Ve  GodenGedr  Goranam  Eklentiler c@oc @
2:;3‘3_ Times NewRoman < 11 = A” a7 B SiMetnikaydr Genel - Elg T [rorma T : T B ;_[ }szrj«:uumm- ;}7 &
PN S Borwareonma| $ - % | B, ke, Dt ouns |G || > ! e o S st
Pano Vazi Tipi lama Say Stiller Hucreler Dizenleme

B1 - fe| Meme Kanseri Olusumunda Onemli DE miRNA Listesi -
A B [ D E F G H J K L N
1 Meme Kanseri Olug da Onemli DE miRNA Listesi
2 1 hsa-miR-204-5p 5
3 2 hsa-miR-139-5p
4 3 hsa-miR-125b-5p
5 4 hsa-miR-7-5p
6 5 hsa-miR-205-5p
7 6 hsa-miR-183-5p
8 7 hsa-miR-182-5p
9 8 hsa-miR-1290

10 9 hsa-miR-99a-5p

11 10 hsa-miR-96-5p

12 11 hsa-miR-21-5p

13 12 hsa-miR-210-3p

14 13 hsa-miR-142-5p

15 14 hsa-miR-142-3p

16 15 hsa-miR-145-5p
17 16 hsa-miR-335-5p
18 17 hsa-miR-100-5p
19 18 hsa-miR-155-5p

20 19 hsa-miR-130b-3p

21 20 hsa-miR-125b-2-3p p

W 4 » W[ gse26666 . gse40267 - gse40525 . gse59247 . DE_MRNA_Gelgim . gsed5666 . gse32022 | DE_miRNA_Olusum . ¥J 0Kl 30}

|E@m %4 v; +

Haze |

Sekil 8.1. Calismalardan ayr1 ayr1 elde edilen DE (ifadesi anlaml olarak degisen) miRNA
listeleri ve tekrarlarin elenmis oldugu son miRNA listelerinin bulundugu Excel tablosuna

ait ekran gorlintiisii.

Listelerin tamami1 CD’de EK-2 olarak verilmistir.
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EK-3

Cahsmalardan ayr1 ayri elde edilen DE (ifadesi anlamlh olarak degisen) gen listeleri

ve tekrarlarin elenmis oldugu son gen listeleri.

Giris Ekle Sayfa Dizeni Formdiller Veri Gozden Gecir Gardndm Eklentiler a @ Dﬁ
: Ep . TR B | SiMetni kayar Genel - H [ worma i E T T ﬂ] gs:;“:”wm N j,7 )
F bigmBoyacs KT A~ B~ &-A- EdBidestirve Otala - $ -~ % 0 | %8 3% m[mﬁ;nun”.fmugm?n‘;:% Kot N&tr || te sisigm Ao Sirala ve Filtre Bul ve
Pano Vo Tipi Stillr Hacreler Diizenleme
B1 - 2| Meme Kanseri Olusumunda Onemli DE Gen Listesi ~
A B C D E F G H J K Lx
1 Meme Kanseri Olug da Onemli DE Gen Listesi —
2 1 A2M
32 2 AACS
4 3 ABAT
5 4 ABCAS
6 5 ABCAG6
7 6 ABCAS
8 7 ABCA9
9 8 ABCCI10
10 9 ABCCI11
11 10 ABCCS
12 11 ABCD3
13 12 ABCG2
14 13 ABHDI10
15 14 ABHD14B
16 15 ABHD2
17 16 ABI3BP
18 17 ABLIM1
19 18 ABLIM3
20 19 ABRACL
21 20 ACAA2 i
W 4> ¥ | gse5764 gse17907 gse3744 | DE_Gen_Olusum .~ emtab_1006 9se17907_ gse36295 gse30004 gse42568 Qse58212 0559246 DE_Gen_Gelgim . ¥J m4 » m
|[FEIE . #s142 (=) v} +

Haze |

Sekil 8.2. Calismalardan ayr1 ayr elde edilen DE (ifadesi anlamli olarak degisen) gen
listeleri ve tekrarlarin elenmis oldugu son gen listelerinin bulundugu Excel tablosuna ait
ekran gorilintiisii.

Listelerin tamami1 CD’de EK-3 olarak verilmistir.
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EK-4

Cahismalardan ayr ayri elde edilen DE (ifadesi anlamh olarak degisen) TF listeleri ve

tekrarlarin elenmis oldugu son TF listeleri.

Giis | Ede  SafaDuzeni  Formaller  Ven  GOzden Gegr  Gorondm  EKlentiler c@o@=®
:: L et A 9o Evenityar  Genel - E o ivi | = };’*M*”v‘ 5 A
v o BT 4 7| - A Blseona:| 8 - % v | %8|, ks, oo NN WO || = % % | g e
Pano Yoz Tipi Hizalama San stille Hicreler Dazenleme
B1 - £| Meme Kanseri Geligiminde Gnemli DE Transkripsiyon Faktort Listesi ~
A B C D E F G H o 2
1 Meme Kanseri Gelisiminde Onemli DE Transkripsiyon Faktorii Listesi =
2 1 AFF3
3 2 AR
4 3 ARID2
5 4 ARIDSA
6 5 ARIDIA
7 6 ARID1B
8 7 NPAS3
9 8 ARNTL2
10 9 TFEC
11 10 MYOG
12 11 BHLHE40
13 12 CLOCK
14 13 USF1
15 14 ARNT2
16 15 MLXIP
17 16 XBP1
18 17| ATF7
19 18 CEBPD
20 19 CBFB
21 20 CAMTAIL 3
W 4> M| gse5764 gse17907 gse3744 DE_Gen_Olusum emtab_1006 95217907 _ 95236295 95239004 gse42568 gse58212 05850246 | DE_Gen_Gelisim ¥ |I|4 >|I|

[EEERe; !

Hazr |

Sekil 8.3. Calismalardan ayr1 ayr1 elde edilen DE (ifadesi anlamli olarak degisen) TF
listeleri ve tekrarlarin elenmis oldugu son TF listelerinin bulundugu Excel tablosuna ait

ekran gorlintiisti.

Listelerin tamami1 CD’de EK-4 olarak verilmistir.
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EK-5

mMiSEA ve GSEA analizleri sonucunda elde edilen ekstra miRNA ve TF listeleri.

Giris | Ede

Say

aDuzeni  Formiller Ve Gézden Gecr  Gort

Gnom  Eklentiler

@@

B b e TR K Beniyar  cenel B Normal CE=E EZ:S?”WW i
Tapistir F Bicim Boyac: R|7 a- - &- A = EdBirestirve Ortala - $ ~ % 5 | %2 3% B‘ﬂmsnun\wmvgslz‘glgﬁg Kot Ntr 5| e sl Bidm & Temih Sirala ve Filtre Bul ve
Pano Yaz Tipi Hizalama Stiller Hucreler Diizenleme
B1 - | Ekstra mRNA/ Olusum ~
A B C D F H J K L M N <

T‘ Ekstra miRNA/ Olusum

2 1 hsa-let-7d-5p

3 2 hsa-let-7e-5p

4 3 hsa-let-7f-5p

5 4 hsa-miR-15a-5p

6 5 hsa-miR-16-5p

7 6 hsa-miR-17-5p

8 7 hsa-miR-17-3p

9 8 hsa-miR-19a-3p

10 9 hsa-miR-19b-3p

11 10 hsa-miR-20a-5p

12 11 hsa-miR-23a-3p

13 12 hsa-miR-24-1-5p

14 13 hsa-miR-24-3p

15 14 hsa-miR-25-3p

16 15 hsa-miR-26a-5p

17 16 hsa-miR-26b-5p

18 17 hsa-miR-27a-3p

19 18 hsa-miR-28-5p

20 19 hsa-miR-29a-3p

21 20 hsa-miR-30a-3p p
W 4 » W] Ekstra_miRNA_Olusum ~ Ekstra_mRNA_Gelgim _~ Ekstra_TF_Olusum ~ Ekstra_TF_Gelgm JuENS ] ~ >|I|.

Sekil 8.4. miSEA ve GSEA analizleri sonucunda elde
listelerinin bulundugu Excel tablosuna ait ekran goriintiisii.

Listelerin tamami CD’de EK-5 olarak verilmistir.
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EK-6

DE listeler ile miSEA ve GSEA analizleri sonucunda elde edilen ekstra miRNA ve TF

listelerinin birlestirilmesi ve tekrarlarin elenmesi ile edilen listeler.

Gis | Eele  SafaDuzem  Fomuller Ve  GoxdenGecr  Gorunum  Eklentier c@o@ =
s i Em. Times New Roman -+ 11+ A" A° St kayar Genel . 5;5 1 [voma iyi . = Ex _:J EZ:S?”DDW Ar &
YR impoyacs K] T A [ H & A EeresirveOnala | § < % o | 4B | | Kowlu | Toblo Olarak (Kot Notr S B S BN | e s rite suve
Pano Yazi Tipi Hizalama sap tille Hacreler Duzenleme
B1 - £| mIRNA/ Olusum ~
A B Cc D E F G H J K L M N (9] =
1 miRNA/ Olusum =
2 1 hsa-let-7a-5p
3 2 hsa-let-7b-5p
4 3 hsa-let-7¢-Sp
5] 4 hsa-let-7d-Sp
6 5 hsa-let-7e-5p
7 6 hsa-let-7f-5p
8 7 hsa-miR-15a-5p
9 8 hsa-miR-16-5p
10 9 hsa-miR-17-5p
11 10 hsa-miR-17-3p
12 11 hsa-miR-18a-5p
13 12 hsa-miR-19a-3p
14 13 hsa-miR-19b-3p
15 14 hsa-miR-20a-5p
16 15 hsa-miR-21-5p
17 16 hsa-miR-22-3p
18 17 hsa-miR-23a-3p
19 18 hsa-miR-24-1-5p
20 19 hsa-miR-24-3p
21 20 hsa-miR-25-3p 3
1€ € » ]| Son_Liste miRNA_Olusum . Son_Liste Gen Olusum  Son_Lste TF Olisum  Son Liste mRNA Gelsm . Son Lt Gen Gelsm  Son_Liste TF Gelsim /% 4 v
|[Eom e =) v, )

Hazr |

Sekil 8.5. DE listeler ile miSEA ve GSEA analizleri sonucunda elde edilen ekstra miRNA
ve TF listelerinin birlestirilmesi ve tekrarlarin elenmesi ile edilen listelerin bulundugu
Excel tablosuna ait ekran goriintiisii. Bu listeler kod i¢in girdi olarak kullanilan miRNA,
TF ve gen listeleridir.

Listelerin tamami1 CD’de EK-6 olarak verilmistir.
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EK-7

Meme kanseri olusum ve gelisiminde aktif ikili motifler.

Giris | Ele  SaffaDuzeni  Formuller  Veri  Gozden Gecir c@o@m
- i:pymv e e < 1 - N Genel }j [Normal | ivi : S ;J E‘Z:;ua‘jmmmv ,;7 &
YRl impoyacs (K] T A [ H & A B onala x| § v % o |8 £ | Kol Tablo Olarak Notr L e s Eam | S v i 2l
Pano Yazi Tipi s Hacreler Duzenleme
Al - £
[ A B C F G J K L M N o

1 L miRNA Gen

2 1 hsa-let-7a-3p ABCC4

3 2 hsa-let-7a-3p ACP1

4 3 hsa-let-7a-3p ACVR2B

5 4 hsa-let-7a-3p ADHIB

6 5 hsa-let-7a-3p ANAPC16

7 6 hsa-let-7a-3p APOBEC3A

8 7 hsa-let-7a-3p ARAP2

9 8 hsa-let-7a-3p ARMCS

10 9 hsa-let-7a-3p BRI3BP

11 10 hsa-let-7a-3p BRPF3

12 11 hsa-let-7a-3p BTF3

13 12 hsa-let-7a-3p Clorf52

14 13 hsa-let-7a-3p CCND1

15 14 hsa-let-7a-3p CDKN1B

16 15 hsa-let-7a-3p CREBRF

17 16 hsa-let-7a-3p CREBZF

18 17| hsa-let-7a-3p CSTF2

19 18 hsa-let-7a-3p DIP2A

20 19 hsa-let-7a-3p DSG2

21 20|  hsa-let-7a-3p DUSP6 3
W 4 » M| mRNA-Gen_olisum _~ mRNA-TF_olusum _~ TF-Gen_olusum _~ TE-mRNA_olusum \_gelisim (=] | 0l —— 0]

Sekil 8.6. Meme kanseri olusum ve gelisiminde aktif ikili motif listelerinin bulundugu
Excel tablosuna ait ekran goriintiisii.

Listelerin tamami1 CD’de EK-7 olarak verilmistir.
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EK-8

Meme kanseri olusum ve gelisimi icin 6nemli olan 1. tip iiclii devre listeleri.

Giris | Ekle  SajfaDuzeni  Formiller  Veri  GozdenGer  Goranam  Eklentiler c@o@m
T nocka = e Svenoar o B [voma ivi g L1l Ez:;“:”ww AT &
Foamsopes K T 87 [HT S A= Borerirveondar | § ~ % 2 | W | D0 o e d B2 R G e S e
Pano Yazi Tipi lama sy tiller Hucreler Duzenieme

H5985 - & ~
A B C D E F G H J K L M N <
1 miRNA TF GEN =
2 1 hsa-let-7a-3p CREB1 CCND1
3 2 hsa-let-7a-3p E2F8 CCND1
4 3 hsa-let-7a-3p CREB1 DUSP6
5 4 hsa-let-7a-3p RORA DUSP6
6 5 hsa-let-7a-3p CREB1 GSK3B
7 6 hsa-let-7a-5p SP1 APP
8 7 hsa-let-7a-5p SP1 ATP2A2
9 8 hsa-let-7a-5p SP1 BCL2
10 9 hsa-let-7a-5p STAT3 BCL2
11 10 hsa-let-7a-5p SP1 CASP3
12 11 hsa-let-7a-5p AHR CCND1
13 12 hsa-let-7a-5p SP1 CCND1
14 13 hsa-let-7a-5p STAT3 CCND1
15 14 hsa-let-7a-5p SP1 CDK6
16 15 hsa-let-7a-5p SP1 CDKNI1A
17 16 hsa-let-7a-5p STAT3 CDKNI1A
18 17 hsa-let-7a-5p SP1 CDV3
19 18 hsa-let-7a-5p SP1 CSNK2A1
20 19 hsa-let-7a-5p STAT3 CXCL8
21 20 hsa-let-7a-5p SP1 EDN1 3
W 4 » W[ 1tip devreler_olisum | 1.tip_devreler_gelisim /%2 4] [ _ | (30}
|EOm s 0 ®

Hazir |

iceren Excel tablosuna ait ekran goriintiisii.

Listelerin tamami1 CD’de EK-8 olarak verilmistir.
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Sistemin fayda analizi sonucunda elde edilen listeler.
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A B [« D E F G J L M N <
1 miRNA TF GEN =
2 1 hsa-let-7a-3p CREB1 CCND1
3 2 hsa-let-7a-3p E2F8 CCND1
4 3 hsa-let-7a-3p CREB1 DUSP6
5 4 hsa-let-7a-3p RORA DUSPG
6 5 hsa-let-7a-3p CREB1 GSK3B
7 6 hsa-let-7a-3p CREB1 NOLC1
8 7 hsa-let-7a-5p E2F1 ACTB
9 8 hsa-let-7a-5p SP1 APP

10 9 hsa-let-7a-5p SP1 ATP2A2

11 10 hsa-let-7a-5p E2F1 AURKB

12 11 hsa-let-7a-5p E2F1 BCL2

13 12 hsa-let-7a-5p SP1 BCL2

14 13 hsa-let-7a-5p STAT3 BCL2
15 14 hsa-let-7a-5p E2F1 CALU
16 15 hsa-let-7a-5p SP1 CASP3
17 16 hsa-let-7a-5p AHR CCND1
18 17 hsa-let-7a-5p E2F1 CCND1
19 18 hsa-let-7a-5p SP1 CCND1

20 19 hsa-let-7a-5p STAT3 CCND1

21 20 hsa-let-7a-5p E2F1 CDC7 3

W 4 r W[ 1.tp_olusum_fayda_analzi 2.tip_olusum_fayda_analizi 1.tip_gelisim_fayda_analizi ~_ 2.tp_gelsim_fayda_analzi a2 1 Tl _ | _ » ]

Sekil 8.8. Sistemin fayda analizi sonucunda elde edilen listelerin oldugu Excel tablosuna

ait ekran goriintisti.

Listelerin tamami1 CD’de EK-9 olarak verilmistir.
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Abstract: Breast cancer is the most common cancer among women and the molecular pathways that play main roles in breast cancer
regulation are still not completely understood. MicroRNAs (miRNAs) and transcription factors (TFs) are important regulators of gene
expression. It is important to unravel the relation of TFs, miRNAs, and their targets within regulatory networks to clarify the processes
that cause breast cancer and the progression of it. In this study, mRNA and miRNA expression studies including breast tumors and
normal samples were extracted from the GEO microarray database. Two independent mRNA studies and a miRNA study were selected
and reanalyzed. Differentially expressed (DE) mRNAs and miRNAs between breast tumor and normal samples were listed by using BRB-
Array Tools. CircuitsDB2 analysis conducted with DE miRNAs and mRNAs resulted in 3 significant circuits that are SOX10- and hsa-
miR-301a-dependent. The following significant circuits were characterized and validated bioinformatically by using web-based tools:
SOX10-hsa-miR-301a>HOXA3, SOX10->hsa-miR-301a->KIT, and SOX10->hsa-miR-301a->NFIB. It can be concluded that regulatory

motifs involving miRNAs and TFs may be useful for understanding breast cancer regulation and for predicting new biomarkers.

Key words: Breast cancer, miRNA, mRNA, transcription factor, regulatory circuits

1. Introduction
Breast cancer is a complex genetic disorder that is not
controlled by a single factor but is rather controlled by
many factors (http://www.cancer.org/). Although many
factors (genes, microRNAs (miRNAs), transcription
factors, etc.) that cause breast cancer and play a role in its
development have been identified with the advancement of
high-throughput technologies, the molecular mechanisms
playing a role in disease regulation have still not been
revealed. For this reason, it is important and inevitable
to identify the regulatory circuits and networks that will
explain the development and progression of breast cancer.
Gene expression regulation is an important
mechanism for controlling biological processes in the
cell. Transcriptional factors (TFs) are the regulators that
function at the transcriptional level, while miRNAs work
at the posttranscriptional level. In view of the fact that the
transcription of mRNA and miRNAs is controlled by TFs
and the expression of TFs is regulated by miRNAs, these
two important mechanisms cannot be separated from each
other. Therefore, characterization of these combinatorial
regulatory mechanisms is important to reveal the
biological processes that take part in breast cancer in detail
by constructing networks and circuits.

* Correspondence: gurbala@yahoo.com

miRNAs are small, noncoding RNA molecules that
regulate gene expression in posttranscriptional stages
(Lagos-Quintana et al.,, 2001; Lee and Ambros, 2001).
miRNAs play important roles in biological processes
such as development, cell division, cell differentiation,
and programmed cell death. In this context, it is possible
that altered miRNA expression may contribute to the
development and progression of diseases such as cancer.
The presence of abnormal miRNA expression profiling
in many diseases, including breast cancer, has been
demonstrated and validated by intensifying miRNA
studies (Iorio et al., 2005; Lowery et al., 2009; Enerly et
al,, 2011; Romero-Cordoba et al., 2012). The finding that
miRNA expressions are often dysregulated in cancers has
made these molecules important candidates for cancer
markers (Calin et al., 2002; Lu et al., 2005). Therefore, the
search for the relationship of miRNAs with target genes
(this may be an mRNA or a TF) has great importance for
the diagnosis and treatment of breast cancer.

TFs are essential regulatory elements in the
transcriptional pathway, which work by binding to target
genes that have specific DNA sequences, usually in the
promoter region (Latchman, 1997). TFs regulate their
targets at the transcription level by inhibiting or enhancing
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their expression while miRNAs regulate target mRNAs
at the posttranscriptional level in the form of inhibition.
miRNAs also undergo the transcription process and they
regulate their target genes like TFs. When all these reasons
are taken into consideration:

- Expression of a miRNA may be regulated by a
transcription factor;

- Expression of a TF may be regulated by a miRNA;

- Similarly, the transcription factor and miRNA may
regulate the expression of target genes together.

In recent years, many researchers have been working
on TFs, miRNAs, and their regulation mechanism on
posttranscriptional and transcriptional levels. With
the help of system biology approaches, transcription
factor-miRNA-target gene relationships were started to
be explored by an increasing number of studies. These
studies have mostly used and/or developed bioinformatics
and statistical methods and they have reviewed the
existing information. The tools that analyze miRNA-TF
relationships can be grouped into three subgroups. The
tools in the first group are intended to analyze statistically
the gene clusters organized by cooperating miRNAs and/
or miRNAs using matched miRNA and mRNA expression
profiles (Yoon and De Micheli, 2005; Joung et al., 2007;
Tran etal., 2008; Joung and Fei, 2009; Nam et al., 2009). The
tools in the second group again predict gene expression
relationships using gene expression data (Naeem et al.,
2011). The tools in the third group provide static circuits,
combining statistical data obtained from literature (e.g.,
CircuitDB) (Friard et al., 2010b).

In light of the above mentioned information, this work
aims to identify breast cancer-specific miRNA-TF-mRNA
circuits bioinformatically that could be important in breast
cancer development. We have identified regulatory circuits
and molecule associations that differ between the normal
group and breast cancer patients by using previously
performed expression studies.

2. Materials and methods

2.1. Selection of miRNA and mRNA microarray studies
It was aimed to obtain miRNA and mRNA microarray data
related to breast cancer in the literature. GEO, a publicly

Table 1. The characteristics of the datasets.

available database at http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/
(Edgar et al., 2002), was used for this purpose. “miRNA
/ mRNA’, “microarray’, and “breast cancer” terms were
used together when searching in GEO. The datasets were
selected from among the ones that have freshly frozen
tumor and normal tissue information. Microarray data
obtained from blood samples, formalin-fixed paraffin-
embedded tissues, and cell lines were excluded from the
study to prevent biased expression profiles.

Asaresult, 2 independent mRNA studies and 1 miRNA
study including breast tumors and normal samples were
selected to be analyzed (Table 1).

2.2. Class comparison analysis

The raw data were obtained from the microarray database
(GEO) and normalized by using quantile normalization
in BRB-Array Tools, which is an Excel-integrated
package for the visualization and statistical analysis of
microarray gene expression data. Quantile normalization,
one of the most widely adopted methods for analyzing
microarray data, was used as the normalization method.
Normalization is important to remove any differences
that may arise from technical problems and to make the
data comparable. Class comparison tests were performed
to find out differentially expressed miRNAs and mRNAs
between tumor samples and normal samples (P < 0.05,
2-fold change). This test provides powerful methods for
finding differentially expressed genes when controlling
the ratio of false positives. Differentially expressed and
common genes (by Venny 2.1.0) were found for tumor
vs. normal comparison in GSE3744 and GSE5764 (http://
bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny_old/venny.php). Lastly,
differentially expressed miRNAs were found in GSE45666.

2.3. Identification of TFs in DE mRNA lists
Transcription factor lists that have been identified in
the human body were accessed by using the Animal
Transcription Factor DataBase 2.0 (http://www.bioguo.
org/AnimalTFDB/) (Zhang et al., 2015) and the TFs that
were in the DE genes were determined by comparison
with these lists.

2.4. Circuit analysis
The CircuitsDB2 analysis tool was used to identify the
breast cancer-specific circuits as regulatory loops among

GEO ID Platform Normal samples | Tumor samples
GSE3744 Affymetrix Human Genome U133 Plus 2.0 Array 7 40

GSE5764 Affymetrix Human Genome U133 Plus 2.0 Array 15 15

GSE45666 Agilent-021827 Human miRNA Microarray G4470C 15 80

GSE17907 i

(Test data) Affymetrix Human Genome U133 Plus 2.0 Array 4 51
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the members of DE miRNAs, mRNAs, and TFs. This user-
friendly tool provides static circuits by combining statistical
data obtained from the literature. It contains precompiled
transcriptional and posttranscriptional networks, the sets
of network motifs, and series of functional and biological
information, which are based on JASPAR DB and the
ENCODE project. Members of the DE miRNAs, mRNAs,
and TFs were searched in microRNA-mediated FFLs in
which a TF is the master regulator in CircuitsDB2 (Friard
etal, 2010b).

2.5. Circuit member analysis in diseases, biological
processes, and pathways

For the characterization of the members of the significant
circuits three different tools, PhenomiR, WebGeshtalt, and
DIANA, were used.

The PhenomiR 2.0 database, completely generated by
manual curation of experienced annotators, was used to
obtain information about differentially regulated miRNA
(circuit member miRNA, hsa-miR-301a here) expression
in diseases (breast cancer here) (Ruepp et al., 2010).

WebGestalt is the “WEB-based GEne SeT AnaLysis
Toolkit, in which the functional genomic, proteomic,
and large-scale genetic studies from large numbers of
gene lists (e.g., DE gene list) are continuously generated.
Function analysis of the circuit member genes and TFs
was performed with the WebGestalt Protein Interaction
Network Module (Wang et al., 2013).

DIANA-mirPath v.3 was used to search the pathways
of circuit member miRNA. It is a miRNA analysis tool that
enables users to find targets of mRNAs by using different
algorithms and to find pathways in which these genes are
significantly enriched (Maragkakis et al., 2009; Vlachos et
al., 2015).

2.6. Validation analysis

For advanced bioinformatics analysis for in silico validation
of significant circuits, the mirExTra 2.0 under DIANA was
used. Our miRNA and mRNA lists were analyzed using
the Central microRNA Discovery Module (CmD) and
miRNA-mRNA relationships in the circuits were tried to
be validated. This module combines microRNA and mRNA
expression data results (names, P-values, fold changes)
in order to identify functional microRNAs responsible
for changes in mRNA expression by utilizing in silico
interactions from DIANA-microT-CDS. In this study, DE
miRNA and mRNA lists were used for mirExtra analysis. It
enabled us to determine the central regulator miRNAs and
their targets and provided us the opportunity to validate
our results (Maragkakis et al., 2009; Vlachos et al., 2016).

3. Results

3.1. The miRNA and mRNA datasets
The miRNA microarray studies and mRNA microarray
studies were searched to find differentially expressed

miRNAs and mRNAs between breast cancer and normal
tissues. Three independent microarray datasets were
obtained from GEO (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/)
(Edgar et al., 2002).

One of the datasets was a miRNA microarray study
performed with 80 breast cancer samples and 15 normal
samples (GSE45666 (Lee et al., 2013)). Two of the datasets
were mRNA microarray studies (GSE3744 (Richardson
et al., 2006), GSE5764 (Turashvili et al., 2007)). The total
number of breast cancer samples and normal samples were
55 and 22, respectively. The details of the platforms and the
sample numbers are given in Table 1.

3.2. Differentially expressed miRNA and mRNA lists
The miRNA microarray study and two mRNA studies
(Table 1) were independently analyzed by BRB-Array
Tools, which is an integrated package for the visualization
and statistical analysis of gene expression data (Simon
et al, 2007). Quantile normalization was used as the
normalization method. All studies consisted of 2 groups,
which are tumor and normal. Class comparison tests were
performed to find out differentially expressed miRNAs
and mRNAs between tumor and normal samples. This
test provides powerful methods for finding differentially
expressed genes when controlling the ratio of false
positives. This method is similar to the significance
analysis of microarrays method (Tusher et al., 2001) but
provides more control of the false discovery rate (Simon
etal., 2007).

As a result of class comparison analysis, miRNA and
mRNA lists were obtained. Twenty-three miRNAs (11
upregulated and 12 downregulated; Table S1) were found
to be differentially expressed between tumor and normal
samples. Since two mRNA studies were performed, the DE
mRNAs were listed as common DE genes in both of the
studies. A total of 264 mRNAs (187 downregulated and
77 upregulated; Table S1) were found to be differentially
expressed between tumor and normal samples and were
common for each mRNA study.

3.3. Differentially expressed transcription factors list

To obtain the TFs among DE mRNA lists, which are given
in Table S1, AnimalTFDB 2.0 was used (Zhang et al., 2015).
This tool has a dataset that consists of 1691 transcription
factors in 68 families in humans. When we compared it to
the DE list, 18 of the genes in the DE gene list were found
to encode proteins functioning as TFs: ATF3, BHLHE41,
EHF, FOSB, HOXA3, ID4, IRX1, NFIB, SOX10, MAFF,
FOS, NR3C2, STAT1, EGRI, JUN, ZNF662, THRB, and
ZBTBI6.

3.4. Significant breast cancer-specific circuits

CircuitsDB2 was used to identify important and regulatory
circuits that consist of the members of DE miRNA, mRNA,
and TF lists. CircuitsDB2 is a web service that includes
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data as regulatory loops stored in a relational database that
can be accessed through a dynamic web interface (Friard
etal.,, 2010b). With use of this interface it is possible to find
different kinds of circuits like feedforward loops (FFLs)
in which a TF regulates a miRNA and they both regulate
a target gene (Friard et al., 2010a). Members of the DE
miRNA, mRNA, and TF lists were searched in microRNA-
mediated FFLs in which a TF is the master regulator in
CircuitsDB2.

Three significant circuits that are SOX10- and hsa-
miR-301a-dependent were identified (Figure 1la) by
CircuitsDB2 [5] analysis; in each circuit, hsa-miR-301a
was found to be upregulated and its TF target SOX-10 was
downregulated. Additionally, the three target genes that
were under regulation of both miR-301a and SOX10 were
downregulated as expected (Figure 1b).

3.5. Circuit members in diseases, biological processes,
and pathways

To characterize the significant circuits in detail, their
presence in diseases, biological processes, and signaling
pathways were identified in detail by using related web-
based tools.

.sc»u )

.nn-mm-zm 3 ."'”""ia'z'o is

@
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The first step was to search the expression information
of miRNA hsa-miR-301a. When breast cancer association
data were extracted, concordant with our finding, it was
found to be overexpressed in breast tumors. Since the data
in PhenomiR (Ruepp et al., 2010) were obtained from
independent studies and contain results from both cell
lines and tumor samples, our results related to hsa-miR-
301a could be accepted as robust for breast cancer (Table
2). Given the pathological, histological, and molecular
differences (e.g., MCF-7: ER+; SK-BR-3: HER2+; MDA-
MB-231: triple-negative) of the cell lines in Table 2, hsa-
miR-301a, which is upregulated in the different cell lines
and tumor specimens, may be accepted as a generalized
and important marker for breast cancer. Additionally
the expression profiles of other members of the circuits,
SOX10, HOXA3, KIT, and NFIB, were searched in an
independent microarray dataset (GSE17907; 51 tumor
and 4 normal breast samples) and compatible to our
results found to be significantly downregulated in tumor
samples compared to normal ones (SOX10, P-value 1.00E-
07, 11-fold downregulation; HOXA3, P-value 0.0004616,
4-fold downregulation; KIT, P-value, 3.00E-07, 11-fold

.s:»uo

"T .hn-miﬂ-w 12

‘FIB

Ir miRNA Gene
SOX10 hsa-miR-301a HOXA3
Downregulation| Upregulation | Downregulation

SOX10 hsa-miR-301a KIT
Downregulation| Upregulation | Downregulation
SOX10 hsa-miR-301a NFIB
Downregulation| Upregulation |Downregulation

Figure 1. Significant circuits, which were results of CircuitsDB2 analysis. a) The triangular shapes are circuit diagrams taken from
CircuitsDB2. The dark blue circles represent the TF, the green circles represent the miRNA, and the light blue circles represent the
targets. b) Downregulation and upregulation terms indicate the differentiation of expression according to tumor vs. normal.
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Table 2. Expression changes of hsa-miR-301a in previous studies in the literature. The table was created with the information obtained

from PhenomiR 2.0 (Ruepp et al., 2010).

No. 1D miRNA name Disease Tissue/cell line PubMed ID Regulation Study design
1 447 hsa-mir-301a B Breast epithelium 16754881 Up Pefieit stidy,
cancer phenotype-control

: Breast

2 451 hsa-mir-301a — MCEF-7 cell 16192569 Up Cell culture study
" Breast

3 366 hsa-mir-301a . T-47D cell 16192569 Up Cell culture study
§ Breast

4 481 hsa-mir-301a — MDA-MB-231 cell  |16192569 Up Cell culture study
; Breast

5 377 hsa-mir-301a caticE SK-BR-3 cell 16192569 Up Cell culture study
3 Breast

6 482 hsa-mir-301a cancer MDA-MB-361 cell | 16192569 Up Cell culture study

downregulation; and NFIB, P-value 0.0012966, 3.7-fold
downregulation).

The second step was to find out the pathways in which
the targets of hsa-miR-301a were taking part. DIANA-
mirPath v.3 was used for this purpose (Maragkakis et
al., 2009; Vlachos et al., 2015). This tool aims to find the
targets of microRNAs by using 3 different target algorithms
(TargetScan, microT-CDS, and Tarbase) and determining
the pathways in which these genes are significantly
enriched. The members of our circuits, KIT, NFIB, and
HOXA3, were among the identified targets (by mirPath)
of hsa-miR-301a (data not shown). It was also seen in the
HeatMap plotted after the pathway analysis that the targets
of this microRNA function in pathways that are known to
be important in cancer (Figure 2).

The third step was function analysis of the genes. For
the characterization of the members of the significant
circuits, which are SOX10, KIT, NFIB, and HOXA3,
function analysis was performed for each of them using
WebGestalt protein interaction network module-related
function analysis (Table 3) (Wang et al., 2013).

3.6. Advanced bioinformatics analysis for in silico
validation

To validate the significant circuits, the DIANA-mirExTra
2.0 tool was used (Maragkakis et al., 2009; Vlachos et
al.,, 2016). We used DE miRNA and mRNA lists with
fold change and P-value information as an input and
the algorithm identified which miRNAs were central
regulators (interactions based on microT-CDS and
threshold type based on fold change with 2-fold change).
Analysis showed that the most regulatory upregulated
(tumor vs. normal) miRNA was hsa-miR-301a (P = 7.3e-

03), while the most regulatory downregulated (tumor vs.
normal) miRNA was hsa-miR-376¢ (P = 6.4e-03), which is
also the most downregulated DE miRNA in our list. As can
be seen in Figure 3, hsa-miR-301a, which is the regulatory
miRNA of the 3 circuits (Figure 1), was expressed as one of
the central miRNAs, and as can be seen in the interaction
details, KIT, NFIB, and HOXA3 are among the regulated
target genes (Figure 3). These advanced and independent
analysis results confirm and validate our CircuitsDB2
circuit analysis results.

4. Discussion

Breast cancer is a complex genetic disorder that is not
controlled by a single factor but is controlled by many
variables and is still the most common type of cancer in
women today (http://www.cancer.org/). Although many
scientific studies have been carried out on breast cancer,
it is still unclear in many respects. Since breast cancer is a
complex disease, to understand the development of breast
cancer new biomarkers need to be discovered. In addition
to the discovery of new biomarkers, it is also of great
importance to investigate their relationships with each
other (e.g., miRNA-TF-mRNA circuits). In recent years,
systems biology approaches have become more important
in the understanding of diseases. The development of the
methods that help to understand large molecular data and
the molecular mechanisms of breast cancer development
is inevitable.

The aim of this study was to analyze the TF-miRNA-
target gene relationships in a global perspective in breast
cancer samples and to determine miRNA-TF-mRNA
circuits that can play a role in breast cancer.
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Table 3. Function analysis results for the members of the significant circuits. The table was created with the information
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Figure 2. Pathway enrichment results of hsa-miR-301a targets. Targets of the miRNA and
KEGG pathway results were used to construct the heat map, which was obtained from DIANA
(Maragkakis et al., 2009; Vlachos et al., 2015). The intensity of color represents the logarithmic

P-values.

obtained from the WebGestalt protein interaction network module and related function analysis (Wang et al., 2013).

Gene name Biological process Cellular component Molecular function
Positive regulation of Extrinsic to mitochondrial HMG box domain
SOX10 gliogenesis outer membrane binding
P = 4.84e-07 P =9.81e-04 P=1091e-11
Intracellular signal Signaling adaptor
Cytosol
KIT transduction activity
P=4.67e-10 P =3.22¢-06 P =1.07e-09
Anterior/posterior pattern Sequence-specific DNA
Nucleus
NFIB specification binding
P = 0e+00 P = 0e+00 P = 0e+00
Negative regulation of Biotin-[acetyl-CoA-carboxylase]
Perinuclear theca
HOXA3 DNA replication ligase activity
P =1.54¢-03 P =3.36e-03 P =2.03e-03
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Figure 3. Validation results of the circuits members. hsa-miR-301a (upregulated) and hsa-miR-376¢ (downregulated) are the central
regulator miRNAs for the tumor vs. normal comparison. KIT and NFIB are targeted by hsa-miR-301a and hsa-miR-376¢ while HOXA3
is targeted by only hsa-miR-301a. The figure was obtained from DIANA-mirExTra 2.0 (Maragkakis et al., 2009; Vlachos et al., 2016).
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In this study we focused on finding out regulatory
miRNA-TF-mRNA circuits specific to breast cancer
with the help of various web-based tools and databases.
Through the workflow designed in the study and the
bioinformatics methods used, three independent
microarray studies (Table 1) were reanalyzed and were
converted to circuits that are important in breast cancer
development. The whole process enabled us to make
more use of the data in the literature, which was achieved
by using a microarray that is a high-throughput and
expensive method. The tools used in the workflow are not
only used to cross-check the data but also to validate the
robustness of the results of this work. Such a work flow
can also be applied for other diseases (Figure 4).

Circuit analysis revealed 3 significant miRNA-TF-
mRNA circuits that are SOX10- and hsa-miR-301a-
dependent: SOX10->hsa-miR-301a>HOXA3, SOX10->hsa-
miR-301a>KIT, and  SOXI10->hsa-miR-301a->NFIB
(Figure 1a). hsa-miR-301a, the common member of the
circuits, is known to be an important miRNA in breast

BRB-Array CircuitsDB2 DIANA-
Tools & mirExTra 2.0
GEO Venny 2.1.0
PhenomiR 2.0
AnimalTFDB 2.0 | WebGestalt
DIANA-mirPath v.3

I

=
K
=
3

(DE) miRNAs and mRNAs
| Listing TFs in DE mRNAs |

Finding out differentially expressed

| Selection of miRNA and mRNA studies ’

Identifying significant miRNA-TF-

cancer. It was found to be upregulated in breast tumors for
our circuits (Figure 1b). In 2011, it was reported as a novel
oncogene in lymph node-negative breast cancer and it was
shown to mediate proliferation, migration, and invasion
(Shi et al.,, 2011). Since then, other studies have been
performed regarding the role of miR-301a upregulation
in breast cancer (Ma et al, 2014; McDermott et al.,
2014). In 2014, upregulation of that miRNA was found
to be associated with poor prognosis in triple-negative
breast cancers (Yu et al., 2014). When we searched the
expression information of miRNA in PhenomiR (Ruepp
et al., 2010), it was found to be overexpressed in breast
tumors in independent studies (Table 2). Considering
the concordance of the literature with our results and the
pathological, histological, and molecular variability (e.g.,
ER+, HER2+, triple-negative) of the samples in Table 2
and in the literature, hsa-miR-301a, which is consistently
upregulated in different breast cancer cell lines and
tumors, may be accepted as a generalized marker for
breast cancer development.

!
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Figure 4. General study design and workflow. Purple boxes represent bioinformatics tools used for the processing of the data, green
boxes represent main work steps, and orange ellipses represent input and outputs.
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The results of DIANA-mirPath together with
WebGestalt may strengthen the role of these significant
circuits in breast cancer. The pathway enrichment analysis
results showed that the target genesand the target TF SOX10
were found to be members of cancer-specific pathways like
TGF-beta, mTOR, and p53 signaling pathways. SOX10,
which is the common TF in our circuits, was reported to
be one of the regulated TFs in breast cancer by Zang et
al. Those authors combined seven studies that conducted
next-generation sequencing for breast tumors and normal
samples and, concordant with our in silico results, SOX10
was found to be downregulated in breast cancers (Zang et
al., 2017).

The two common members of the three circuits in this
study are two regulative elements of gene regulation, a
miRNA and a TFE. The balance of the reciprocal regulation
among these two important elements may determine
the fate of the cell, which is in our situation cancer
progression. In the suggested circuits in this study the
regulative effect of miRNA is seen to be dominant and it
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Table S1. Differentially expressed gene and miRNA lists.

Common elements in “GSE5764” and “GSE3744” (upregulated common genes)

Gene Symbol GeneBank ID | Gene Name

COL10A1 AI376003 collagen, type X, alpha 1

COL11A1 NM_001854 collagen, type XI, alpha 1

COL1A2 AA788711 collagen, type I, alpha 2

COL1A1 BE221212 collagen, type I, alpha 1

COL5A2 AL575735 collagen, type V, alpha 2

BGN BC002416 biglycan

INHBA NM_002192 inhibin, beta A

CTHRC1 AA584310 collagen triple helix repeat containing 1

LRRCI15 NM_130830 leucine rich repeat containing 15

HSD17B6 NM_003725 hydroxysteroid (17-beta) dehydrogenase 6 homolog (mouse)
WISP1 NM_003882 WNT1 inducible signaling pathway protein 1

SULF1 AW043713 sulfatase 1

MMP11 Al761713 matrix metallopeptidase 11 (stromelysin 3)

GMFB BC005359 glia maturation factor, beta

FN1 W73431 fibronectin 1

FNDCI1 AlI345957 fibronectin type III domain containing 1

COMP NM_000095 cartilage oligomeric matrix protein

TRIM59 N90779 tripartite motif containing 59

CXCL10 NM_001565 chemokine (C-X-C motif) ligand 10

COL8AL BE877796 collagen, type VIII, alpha 1

CCNB2 NM_004701 cyclin B2

GPRC5A NM_003979 G protein-coupled receptor, family C, group 5, member A
HMMR NM_012485 hyaluronan-mediated motility receptor (RHAMM)
ASPM NM_018123 asp (abnormal spindle) homolog, microcephaly associated (Drosophila)
POLE2 NM_002692 polymerase (DNA directed), epsilon 2, accessory subunit
MKI67 AU152107 antigen identified by monoclonal antibody Ki-67
ATP6V1C1 AW024925 ATPase, H+ transporting, lysosomal 42kDa, V1 subunit C1
MCM6 NM_005915 minichromosome maintenance complex component 6
1F144 BE049439 interferon-induced protein 44

IFI6 NM_022873 | interferon, alpha-inducible protein 6

ISG15 NM_005101 ISG15 ubiquitin-like modifier

STAT1 NM_007315 signal transducer and activator of transcription 1, 91kDa
TP53RK BG339450 TP53 regulating kinase

KIAAO0101 NM_014736 KIAAO0101

LYZ U25677 lysozyme

GNA13 NM_006572 | guanine nucleotide binding protein (G protein), alpha 13
CENPF NM_016343 centromere protein F, 350/400kDa (mitosin)

OAS1 NM_016816 2’-5’-oligoadenylate synthetase 1, 40/46kDa

NEK2 NM_002497 NIMA (never in mitosis gene a)-related kinase 2

RAB2A AA535244 RAB2A, member RAS oncogene family

NCAPG NM_022346 non-SMC condensin I complex, subunit G
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Table S1. (Continued).
KIF15 NM_020242 | kinesin family member 15
SMC2 NM_006444 structural maintenance of chromosomes 2
PRR11 NM_018304 proline rich 11
BUBI1 AF043294 budding uninhibited by benzimidazoles 1 homolog (yeast)
NUSAP1 NM_016359 nucleolar and spindle associated protein 1
MLFI1IP MLF1 interacting protein
TYMS AB077208 thymidylate synthetase
MRPLI15 NM_014175 mitochondrial ribosomal protein L15
TOP2A AU159942 topoisomerase (DNA) I alpha 170kDa
SKA2 BG496998 spindle and kinetochore associated complex subunit 2
CXCL11 AF030514 chemokine (C-X-C motif) ligand 11
DCBLDI1 NM_173674 discoidin, CUB and LCCL domain containing 1
GJB2 M86849 gap junction protein, beta 2, 26kDa
1F127 NM_005532 interferon, alpha-inducible protein 27
TACC3 NM_006342 transforming, acidic coiled-coil containing protein 3
DTL NM_016448 denticleless E3 ubiquitin protein ligase homolog (Drosophila)
PNP NM_000270 | purine nucleoside phosphorylase
DHX9 NM_001357 DEAH (Asp-Glu-Ala-His) box polypeptide 9
CCNE2 NM_004702 cyclin E2
PRC1 NM_003981 protein regulator of cytokinesis 1
SMC4 NM_005496 structural maintenance of chromosomes 4
IFIT1 NM_001548 interferon-induced protein with tetratricopeptide repeats 1
SQLE BU754109 squalene epoxidase
CCDC109B NM_017918 coiled-coil domain containing 109B
ZWINT NM_007057 ZW 10 interactor
EZH2 NM_004456 enhancer of zeste homolog 2 (Drosophila)
CDKN3 AF213040 cyclin-dependent kinase inhibitor 3
CCNB1 BE407516 cyclin Bl
TPX2 AF098158 TPX2, microtubule-associated, homolog (Xenopus laevis)
RSAD2 AI337069 radical S-adenosyl methionine domain containing 2
FBXO28 AU154086 F-box protein 28
MAD2L1 AF394735 MAD2 mitotic arrest deficient-like 1 (yeast)
SMCé6 NM_024624 structural maintenance of chromosomes 6
LRR1 AA742244 leucine rich repeat protein 1
RACGAP1 AU153848 Rac GTPase activating protein 1
RRM2 BE966236 ribonucleotide reductase M2
KRT14 BC002690 keratin 14
PI15 NM_015886 peptidase inhibitor 15
SYNM AK026420 synemin, intermediate filament protein
CNNI1 NM_001299 calponin 1, basic, smooth muscle
KRT5 NM_000424 keratin 5
ACTG2 NM_001615 | actin, gamma 2, smooth muscle, enteric
MYLK AL832211 myosin light chain kinase
2
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SERPINB5 BC020713 serpin peptidase inhibitor, clade B (ovalbumin), member 5
LAMB3 125541 laminin, beta 3

TRIM29 NM_012101 tripartite motif containing 29

SFRP1 Al332407 secreted frizzled-related protein 1

1D4 AW 157094 inhibitor of DNA binding 4, dominant negative helix-loop-helix protein
IFFO2 AK024480 intermediate filament family orphan 2
MYHI11 BF510409 myosin, heavy chain 11, smooth muscle
TAGLN BC010946 transgelin

CX3CL1 NM_002996 chemokine (C-X3-C motif) ligand 1
MIR205HG AI375939 MIR205 host gene (non-protein coding)
EGFR AF277897 epidermal growth factor receptor

IRX1 AI870306 iroquois homeobox 1

NDRG2 NM_016250 | NDRG family member 2

DAB2IP AB051530 DAB2 interacting protein

FBXO2 NM_012168 F-box protein 2

KRT15 NM_002275 keratin 15

NFIB Al700518 nuclear factor I/B

ANG NM_001145 angiogenin, ribonuclease, RNase A family, 5
MYBPC1 BF593509 myosin binding protein C, slow type
ANXA3 M63310 annexin A3

MIR143HG AL703532 MIR143 host gene (non-protein coding)
AK5 NM_012093 adenylate kinase 5

ST5 NM_005418 suppression of tumorigenicity 5

C2orf40 AF325503 chromosome 2 open reading frame 40

WLS AA775681 wntless homolog (Drosophila)

CSRP1 NM_004078 cysteine and glycine-rich protein 1
COL17A1 NM_000494 collagen, type XVII, alpha 1

PTN NM_002825 | pleiotrophin

ACTA2 NM_001613 actin, alpha 2, smooth muscle, aorta
PDLIM3 AF002280 PDZ and LIM domain 3

CAB39L NM_030925 calcium binding protein 39-like

MME Al433463 membrane metallo-endopeptidase

CCL28 AF110384 chemokine (C-C motif) ligand 28

KLK7 NM_005046 kallikrein-related peptidase 7

MET BG170541 met proto-oncogene (hepatocyte growth factor receptor)
INHBB NM_002193 inhibin, beta B

LOC284454 BU617052 uncharacterized LOC284454

PIGR NM_002644 | polymeric immunoglobulin receptor
ZBTB16 NM_006006 zinc finger and BTB domain containing 16
FAM189A2 AA524029 family with sequence similarity 189, member A2
ECHDC2 NM_018281 enoyl CoA hydratase domain containing 2
ZNF395 NM_017606 | zinc finger protein 395

OXTR NM_000916 oxytocin receptor
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Table S1. (Continued).
MGP NM_000900 | matrix Gla protein
TGFB1I1 BC001830 transforming growth factor beta 1 induced transcript 1
ATF3 AB078026 activating transcription factor 3
NEDD4L AI357376 neural precursor cell expressed, developmentally down-regulated 4-like, E3 ubiquitin protein ligase
KIAA1217 BC018764 KIAA1217
Cl6orf89 Al823572 chromosome 16 open reading frame 89
SERPINA1 NM_000295 serpin peptidase inhibitor, clade A (alpha-1 antiproteinase, antitrypsin), member 1
SOX10 AI367319 SRY (sex determining region Y)-box 10
MUCLI1 NM_058173 mucin-like 1
SOCS2 AB004903 suppressor of cytokine signaling 2
ANXA1 NM_000700 annexin Al
CHPT1 AK025141 choline phosphotransferase 1
ITGB4 BF305661 integrin, beta 4
KIT NM_000222 v-kit Hardy-Zuckerman 4 feline sarcoma viral oncogene homolog
LOC100506990 | AW 192692 uncharacterized LOC100506990
TF NM_001063 transferrin
EHF NM_012153 | ets homologous factor
SAV1 NM_021818 salvador homolog 1 (Drosophila)
SLC27A6 NM_014031 solute carrier family 27 (fatty acid transporter), member 6
RCAN1 NM_004414 regulator of calcineurin 1
GPM6B AI419030 glycoprotein M6B
DCDC2 AW444617 doublecortin domain containing 2
ARHGEF28 BC012946 Rho guanine nucleotide exchange factor (GEF) 28
FOLR1 NM_016725 folate receptor 1 (adult)
CLDN8 AL049977 claudin 8
FTO U79260 fat mass and obesity associated
PTPN14 NM_005401 protein tyrosine phospha(ase, non-receptor type 14
ADAMTS5 BI1254089 ADAM metallopeptidase with thrombospondin type 1 motif, 5
CGNL1 BC015433 cingulin-like 1
DMKN AA706316 dermokine
BBOX1 NM_003986 | butyrobetaine (gamma), 2-oxoglutarate dioxygenase (gamma-butyrobetaine hydroxylase) 1
PLAT NM_000930 plasminogen activator, tissue
AZGP1 D90427 alpha-2-glycoprotein 1, zinc-binding
SIK3 BC035583 SIK family kinase 3
CMYA5 AL359338 cardiomyopathy associated 5
PDZK1 NM_002614 PDZ domain containing 1
Clorf168 Al076431 chromosome 1 open reading frame 168
LAMA3 AL708055 laminin, alpha 3
CD59 BF983379 CD59 molecule, complement regulatory protein
FOSB NM_006732 FBJ murine osteosarcoma viral oncogene homolog B
SNX1 NM_003099 sorting nexin 1
FMO2 BC005894 flavin containing monooxygenase 2 (non-functional)
KIAA1683 AL136867 KIAA1683
4
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DUSP4 NM_001394 | dual specificity phosphatase 4

ABCAS5 BF693921 ATP-binding cassette, sub-family A (ABC1), member 5
GRAMD?3 AW575493 GRAM domain containing 3

PLA2R1 NM_007366 phospholipase A2 receptor 1, 180kDa

ITGA2 NM_002203 integrin, alpha 2 (CD49B, alpha 2 subunit of VLA-2 receptor)
GRAMD?2 AU158463 GRAM domain containing 2

GAS1 AW611727 growth arrest-specific 1

LYPD6 BF061375 LY6/PLAUR domain containing 6

SORBS2 AF396457 sorbin and SH3 domain containing 2

TFPI2 AL574096 tissue factor pathway inhibitor 2

TACSTD2 Al627697 tumor-associated calcium signal transducer 2

LMOD1 NM_012134 leiomodin 1 (smooth muscle)

IL20RA NM_014432 interleukin 20 receptor, alpha

WIF1 NM_007191 WNT inhibitory factor 1

LONP2 AI971258 lon peptidase 2, peroxisomal

PHYHDI1 AL545998 phytanoyl-CoA dioxygenase domain containing 1

USP31 BG778320 ubiquitin specific peptidase 31

RND3 BG054844 Rho family GTPase 3

DMD NM_004010 dystrophin

FHOD3 NM_025135 formin homology 2 domain containing 3

PAMRI1 Al671186 peptidase domain containing associated with muscle regeneration 1
CLMN AW028110 calmin (calponin-like, transmembrane)

EMP1 BC017854 epithelial membrane protein 1

KIAA1324 AB037745 KIAA1324

CDH3 NM_001793 cadherin 3, type 1, P-cadherin (placental)

BHLHE41 BE857425 basic helix-loop-helix family, member e41

RASSF6 AW070877 Ras association (RalGDS/AF-6) domain family member 6
CYP4X1 AA557324 cytochrome P450, family 4, subfamily X, polypeptide 1
NTRK2 NM_006180 neurotrophic tyrosine kinase, receptor, type 2

CX3CR1 Al033393 chemokine (C-X3-C motif) receptor 1

THRB NM_000461 thyroid hormone receptor, beta

MAFF NM_012323 | v-maf musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene homolog F (avian)
MAOA NM_000240 monoamine oxidase A

TSPANS AF065389 tetraspanin 5

ZNF662 BE671164 zinc finger protein 662

CAV1 NM_001753 caveolin 1, caveolae protein, 22kDa

SCGB2A2 NM_002411 secretoglobin, family 2A, member 2

CXCL14 NM_004887 chemokine (C-X-C motif) ligand 14

GSTT2 NM_000854 glutathione S-transferase theta 2

ARMCX4 NM_152583 armadillo repeat containing, X-linked 4

GPRC5B AF202640 G protein-coupled receptor, family C, group 5, member B
MYL9 NM_006097 | myosin, light chain 9, regulatory

CFI BC020718 complement factor I
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SLC4A7 NM_003615 solute carrier family 4, sodium bicarbonate cotransporter, member 7

GPC3 147125 glypican 3

AMIGO2 AC004010 adhesion molecule with Ig-like domain 2

PALMD NM_017734 | palmdelphin

CITED1 NM_004143 Cbp/p300-interacting transactivator, with Glu/Asp-rich carboxy-terminal domain, 1

PTPN21 X79510 protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 21

PDK4 AL832708 pyruvate dehydrogenase kinase, isozyme 4

RGS2 NM_002923 regulator of G-protein signaling 2, 24kDa

CAT NM_001752 catalase

HSD17B2 NM_002153 | hydroxysteroid (17-beta) dehydrogenase 2

HMGCS2 NM_005518 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA synthase 2 (mitochondrial)

ISM1 AL133463 isthmin 1 homolog (zebrafish)

CLDN11 BC039437 claudin 11

FOS BC004490 FBJ murine osteosarcoma viral oncogene homolog

VWAS5A NM_014622 von Willebrand factor A domain containing 5A

CAV2 BF197655 caveolin 2

SSPN BC041929 sarcospan

MAMDC2 AI862120 MAM domain containing 2

JUN BG491844 jun proto-oncogene

GFRA1 NM_005264 GDNF family receptor alpha 1

ANPEP NM_001150 alanyl (membrane) aminopeptidase

N4BP2L1 AF113009 NEDDA4 binding protein 2-like 1

TENM2 AB032953 Teneurin Transmembrane Protein 2

NOVA1 NM_002515 neuro-oncological ventral antigen 1

SCGB3A1 AA742697 secretoglobin, family 3A, member 1

FAM129A NM_022083 family with sequence similarity 129, member A

STEAP4 NM_024636 STEAP family member 4

STC2 Al435828 stanniocalcin 2

USP47 BE966019 ubiquitin specific peptidase 47

CRYAB AF007162 crystallin, alpha B

ZNF204P AF033199 zinc finger protein 204, pseudogene

PNISR AA902326 PNN-interacting serine/arginine-rich protein

EGR1 AV733950 early growth response 1

HOXA3 NM_030661 homeobox A3

FZD7 AI333651 frizzled family receptor 7

ALB D16931 albumin

APOD NM_001647 apolipoprotein D

PIP NM_002652 prolactin-induced protein

SYNPO2 AW009747 synaptopodin 2

HIPK2 R37104 homeodomain interacting protein kinase 2

FAM126A AB030241 family with sequence similarity 126, member A

SCUBE2 Al424243 signal peptide, CUB domain, EGF-like 2

CDC14B NM_003671 CDC14 cell division cycle 14 homolog B (8. cerevisiae)
6
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Table S1. (Continued).
TGFBR3 NM_003243 | transforming growth factor, beta receptor I1I
ADD3 BE545756 adducin 3 (gamma)
TMX4 AL544094 thioredoxin-related transmembrane protein 4
TM4SF18 Al721164 transmembrane 4 L six family member 18
PLK2 NM_006622 polo-like kinase 2
CXCL2 BC005276 chemokine (C-X-C motif) ligand 2
NR3C2 NM_000901 nuclear receptor subfamily 3, group C, member 2
FMO5 BC020872 flavin containing monooxygenase 5
upregulated miRNAs
hsa-miR-720
hsa-miR-107
hsa-miR-96
hsa-miR-155

hsa-miR-181b

hsa-miR-1280

hsa-miR-484

hsa-miR-141

hsa-miR-362-3p

hsa-miR-301a

hsa-miR-375

downregulated miRNAs

hsa-miR-204

hsa-miR-139-5p

hsa-miR-551b

hsa-miR-10b*

hsa-miR-143

hsa-miR-145

hsa-miR-376¢

hsa-miR-654-3p

hsa-miR-188-5p

hsa-miR-30a

hsa-miR-202

hsa-miR-135a
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