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OZET

Kuru Tiirkcan, Gozde (2021). Over Kanseri Agisindan Diskordant Olan Monozigotik
Ikizlerde Tiim Genom Diizeyinde Transkriptomik Farkliliklarin Arastirilmasi. Istanbul
Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Temel Onkoloji ABD. Doktora Tezi. Istanbul.

Over kanseri, jinekolojik kanser tiirleri arasinda malignite ve mortalite orani
yiiksek olan ve en sik goriilen ikinci kanserdir. Over kanserinin alt tipleri arasinda en
yaygin ve agresif nitelik tasiyan epitelyal over kanserinde (EOK) ge¢ tan1 ve erken
asamada kemoterapiye direncin gelismesi bu hastaligin tedavisinin 6niindeki en biiyiik
engeli olusturmaktadir. Rutin tedavi protokollerinin ileri evre vakalarda etkili olmamasi
EOK’da, kisisellestirilmis tedavilerin 6nemini vurgulamaktadir. Over kanserinin %15-
25’1 kalitsal nitelik tagimaktadir. Son yillarda 6zellikle germline ve somatik BRCA1/2
gen mutasyonuna sahip olan over kanserli hastalarda PARP inhibitorlerinin kullanimi
giindeme gelmistir. BRCAL1/2 gen mutasyonlar1 saglikli bireylerde kanser riskini
arttirmakla beraber tek basina kanserin gelisiminde yeterli olmadigi da bilinmektedir.
Dogada neredeyse birbiri ile ayn1 genotipe sahip iki canli olan monozigotik (MZ) ikizler
dahi yasam boyu farkli fenotipik ozellikler gelistirilebilmektedir. MZ ikizlerdeki
fenotipik farkliliklara neden olan bu degisiklikler, kanserin gelisiminde ilave
mekanizmalarin rol oynadigini ve farkli degisikliklere odaklanmamiz gerektigini
diisiindiirmektedir. Bu baglamda s6z konusu tez c¢alismasinda yeni nesil dizileme
teknolojisi kullanarak genom diizeyinde transkripte olan tim RNA molekiilleri over
kanseri agisindan diskordant olan monozigotik ikizler ile BRCAL mutasyon tasiyicisi
olan diger saglikli kardesin periferik kan ve over dokular1 karsilastirilarak incelenmistir.
BRCAL1 mutasyonu tasiyan ancak sadece birinin over Kanserine yakalandigi tespit
edilen yiiksek riskli ailede over kanseri gelisiminin altinda yatan genetik farkliliklar tiim
genomda transkripte olan molekiiller incelenerek arastirilmistir. Over kanserine sahip
MZ ikiz, saglikli ikizi ve saglikli kardesin over dokulari ve periferik kan 6rneklerinden
elde edilen 6 Ornege ait total RNA’nin, BGI-Seq500 NGS platformunda RNA-Seq
dizileme iglemi ile yapilan transkriptomik analizi sonucunda, dokuda ve kanda
sagliklilara gore ekspresyon degisimi gosteren protein kodlayan genler, INCRNA’lar,
onciil miRNA’lar ve fiizyon transkriptler tespit edilmistir. Yapilan analizde filtreleme
islemleri ve ekspresyon degisim katsayilart (log2Fc) over kanseri icin bilinen timor
markerlar1 olan CA125 ve CA15-3 ekspresyon verilerine gore belirlenmistir. Bu analize
gore, 3 farkli grupta ekspresyon degisimi gosteren 66 protein kodlayan gen, 25 novel
IncRNA, 9 miRNA ve 2 fiizyon transkriptin ekspresyon seviyelerinde farklilik
gozlenmis olup bu molekiillerin, epitelyal over kanseri ile iliskili aday molekiller
oldugu diistiniilmektedir.
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ABSTRACT

Kuru Tirkcan, G. (2021). Investigation of Transcriptomic Differences at Whole
Genome Level in Monozygotic Twins Discordant in Terms of Ovarian Cancer. Istanbul
University, Institute of Health Science, Basic Oncology Dept. Doctoral Thesis. Istanbul.

Ovarian cancer is the second most common type of gynecological cancer with a
high rate of malignancy and mortality. The most significant barrier to treating epithelial
ovarian cancer (EOC), the most common and aggressive subtype of ovarian cancer, is
late diagnosis and the emergence of chemotherapy resistance in the early stages. The
ineffectiveness of standard treatment protocols in advanced-stage cases highlights the
value of individualized EOC treatment. 15-25% of ovarian cancer is inherited. PARP
inhibitors have gained popularity in recent years, especially in patients with ovarian
cancer who have germline and somatic BRCA1 / 2 gene mutations. Although BRCA1 /
2 gene mutations increase the risk of cancer in healthy people, it is well understood that
mutations in these two genes are not only enough to cause cancer. Even monozygotic
(MZ) twins, with almost the same genotype in nature, can develop different phenotypic
characteristics throughout life. These changes, which result in phenotypic variations in
MZ twins, indicate that additional mechanisms are involved in cancer development and
that different changes should be studied. In this context, the peripheral blood and
ovarian tissues of monozygotic twins who are discordant in terms of ovarian cancer and
the other healthy sibling who is a BRCA1 mutation carrier were compared in this thesis
study to analyze all RNA molecules transcribed at the genome level using next-
generation sequencing technology. Through analyzing the molecules transcribed in the
whole genome, the genetic variations underlying the development of ovarian cancer in a
high-risk family bearing the BRCA1 mutation but only one of whom was found to have
ovarian cancer were examined. As a result of the transcriptomic analysis of the total
RNA of 6 samples obtained from the ovarian tissues and peripheral blood samples of
MZ twin with ovarian cancer, healthy twin and healthy sibling, the protein encoding
protein that shows expression changes in tissue and blood compared to healthy people
genes, IncRNAs, precursor miRNAs and fusion transcripts have been identified.
Filtering procedures and expression change coefficients (log2Fc) were calculated based
on the expression data of identified ovarian cancer tumor markers CA125 and CA15-3.
According to this study the expression levels of 66 protein coding genes, 25 novel
InNcRNASs, 9 miRNAs, and 2 fusion transcripts were found to vary in three groups, and
these molecules are thought to be candidate molecules associated with epithelial ovarian
cancer

Key Words: Monozygotic Twins, Epithelial Ovarian Cancer, RNA Sequence Analysis,
Gene Expression Profiling
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1. GIRIS VE AMAC

Diinya ¢apinda her yil ortalama 295.000°den fazla kadin over kanseri (OK)
tanis1 almakta ve kadinlarin yaklasitk 185.000’i hayatini bu hastalik nedeniyle
kaybetmektedir. Tiirkiye’de ise 2018 verilerine gore, 3729 kadinin over kanseri teshisi
aldig1 ve ortalama 2191 kadinin over kanseri nedeniyle 6ldiigi bildirilmis, 5 yillik sag
kalim orani ise %23,8 olarak agiklanmistir. Kadinlarda en sik goriilen kanser tiplerine
bakildiginda over kanserinin Tiirkiye’de, Diinya ile uyumlu olarak 7. sirada yer aldigi
goriilmektedir. Bu veriler over kanserinin, jinekolojik kanserden 6liim oraninin énemli
bir nedeni oldugunu ortaya koymaktadir. Over kanseri, jinekolojik kanser tiirleri
arasinda ise malignite ve mortalite oran1 yiiksek olan ve en sik goriilen ikinci kanserdir
[1]. Geg¢ tanm1 ve kemoterapiye direncin gelismesi basarili bir over kanser tedavisinin
ontindeki engellerin basinda gelmektedir. Spesifik olmayan klinik semptomlar ve erken
biyobelirteclerin yoklugu nedeniyle, over kanseri genellikle ileri evrelerde (evre Il ve
evre IV) teshis edilir. Epitelyal over kanseri (EOK), vakalarin % 90'indan fazlasin
Olusturur ve en yiiksek 6lim oranma sahiptir. EOK’da high grade serdz tip en sik
karsilagilan (%70) tiridir. Over kanserinin standart tedavisi, tiimoriin ¢ikarildigi
cerrahi operasyon ve kemoterapi seklindedir, ancak ileri evre hastalarin %70'i tedaviden
sonraki 15 ay icinde kemoterapiye diren¢ ve niiks gelistirmektedir [2]. Mevcut over
kanseri biyobelirtegleri CA-125 ve CA15-3 (kanser antijen-125 ve 15-3), klinik olarak
teshis edilen hastalik igin belirli bir hassasiyete sahiptir, ancak ¢ok azi erken evre
hastalik tanisinda ve malign olusumlarin benign olusumlardan ayrilmasinda yiiksek
duyarliliga sahiptir [3]. Asemptomatik kadinlarda, over kanseri i¢in yeterli tarama testi
yoktur, ¢iinkii serum CA-125 konsantrasyonunun, transvajinal ultrasonun veya her
ikisinin 6l¢limiine dayanan stratejiler, bu hastaligin erken evresinde tespiti i¢in yeterince
duyarh degildir [4]. CA125 ve CA153, dokuda protein seviyesi ¢ok yiikseldikten sonra
kanda tespit edilen markerlar olduklari i¢in erken evre tiimor marker: olarak
kullanilamamaktadir. Bu markerlara alternatif daha erken evrede tiimor tespiti yapan

biyolojik belirte¢ niteligi tagtyan molekiillere ihtiyag vardir.

Sunulan tez ¢alismasinda over kanseri agisindan diskordant olan monozigotik
ikiz kardeslerin over doku ornekleri ile periferik kan 6rnekleri ve yine aile tiyelerinden

tasidigt BRCAL gen mutasyonu sebebi ile profilaktik olarak TAH+BSO gec¢irmis olan



kisiye ait over dokusu ve periferik kan 6rneklerinde RNASeq analizi ile farkli genlerin
ve farkli RNA molekiillerinin ekspresyon diizeyleri incelenmis ve birbiri ile
karsilagtirilmistir. Tez ¢alismasinda kullanilan vaka sayist az oldugundan over kanserini
erken diizeyde periferik kandan saptayan molekiillerin belirlenmesi ve rutin uygulamada
var olanlarla karsilastirmanin yapilabilmesi hedeflendiginden, RNASeq degerlendirmesi
yaparken hali hazirda rutin uygulamalarda kullanilan CA125 ve CA153’{in ekspresyon
seviyesine yakin olan ve sadece timore spesifik erken tami marker1 olabilecek
molekiiller degerlendirilmistir. Bir baska degisle, analiz asamasinda dokulardaki CA125
ve CA153’iin ekspresyon seviyeleri bir anlamda kontrol deger olarak kabul edilerek
doku ve periferik kanda saptanan farkli molekiillerin ekspresyon seviyeleri filtrelenmis

ve farkliliklar bu sekilde ortaya koyulmustur.

Tez galismasi kapsaminda incelenen aile ve bu aileye mensup vakalara ait
grubumuzun yaptigi onceki ¢alismalarda genom metilasyon profilleri [5] ve miRNA
profilleri [6] periferik kanda incelenmis, 3.ayak olan gen ekspresyon diizeyleri de bu tez
projesi ile tamamlanmistir. S6z konusu tez c¢alismast 6nceki 2 ¢alismay1 konfirme ve
destekleyen bir calisma olmakla beraber, saglikli over dokulari ile over timor
dokusundaki transkriptomik farkliliklart mRNA ekspresyon datasi, IncRNA ve fiizyon

gen datas1 olmak tizere farkli agilardan incelenildigi ¢ok fazla verisi olan bir caligmadir.

Tez ¢aligmas1 kapsaminda over kanserine 6zgii belirlenecek olan molekiillerden
periferik kanda tespit edilenlerin hastaligin erken tanisinda ve hastaligin takibinde;
dokuda tespit edilen molekiillerin ise tedavi planlamasinda ve takibinde
kullanilabilecegi diisiiniilmektedir. Literatiirde ve klinikte, over kanseri taramasinda,
hastaligin erken evre teshisinde, tedavi planlamasinda ve tedavi takibinde, onaylanmis
yiiksek hassasiyete sahip ve yalnizca maligniteyi tespit edebilecek bir Kklinik testin
bulunmamasi, bu noktadaki bosluklar1 doldurmasi agisindan da ¢alismamizi 6nemli ve

degerli kilmaktadir.

Genomik ve transkriptomik ¢alismalar, su anda biiyiik 6l¢iide p53 ve BRCAL/2
ile sinirlandirilmis sinirh sayida oncii (driver) mutasyonu tanimlamayi basarmis olsa da
tedaviyi belirlemek icin kullanilabilecek Ongoriicli belirtegleri tanimlama konusunda
genel olarak basarisiz olmustur [7]. Bu nedenle, over kanseri i¢in yeni tanisal biyolojik
belirteglerin tanimlanmasi olduk¢a zordur ancak bir gerekliliktir. Projemizde, BRCA1

gen mutasyonu tastyicist olan ancak sadece birinin over kanserine yakalandigi ve



dolayisiyla fenotipik olarak diskordant monozigotik kardeslerin over dokularina ve
periferik kan dokularma ait RNA 6rnekleri yeni nesil dizilime teknolojisi kullanilarak
transkriptom sekanslama yontemi ile genomda ifade edilen tiim RNA molekiillerinin
miktar1 ve c¢esidi es zamanli olarak arastirilmis ve fenotipik farkliligin genetik
nedenlerinin ne oldugu sorusuna cevap aranmistir. Over kanseri agisindan fenotipik
olarak diskordant olan monozigotik ikiz kardeslerin sonuglari, ayni ailede BRCA1
mutasyon tasiyicisi olup saglikli olan diger kardesle de karsilastirilarak 6zellikle yiiksek
riskli over kanserinin etiyolojisinde 6nemli olan genler belirlenmeye calisilmistir.
Burada amag, elde edilecek sonuglar dogrultusunda kalitsal over kanseri gelisiminde rol
oynayan transkriptom profillerinin genom diizeyinde belirlenerek, over kanseri
olusumunun altinda yatan genetik siireclerin, rol oynayan yolaklarin ve eksprese olan
molekiillerin birbirleri ile nasil bir iletisim i¢inde olduklarinin ortaya ¢ikarilmasina ve

buna bagli olarak yeni tan1 ve tedavi protokollerinin gelistirmesine katki saglamaktir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Over Kanseri

Over kanseri, tim jinekolojik kanserler arasinda en yiiksek 6liim oranina sahip
ikinci kanser tipidir [8]. Epitelyal over kanseri (EOK) en yaygin tiiridiir [9]. Genel
olarak, EOK hastalarmmin ¢ogu, erken evre EOK'nin spesifik olmayan semptom
karakteristigi ve mevcut EOK'ye 6zgii biyobelirte¢lerinin bulunmamasi nedeniyle ileri
evrede (Evre III veya IV) teshis edilir. Standart EOK tedavisi, debulking cerrahisini
takiben platin bazli kimyasal tedaviden olusur [10, 11]. Ilk tiimor yamt: siklikla iimit
verici olsa da, ne yazik ki tiimorler kemo-diren¢ nedeniyle hizla niikseder. Edinilen
kemo-direng, EOK tedavisinde goz korkutucu bir sorundur [12]. Bu nedenle, erken evre
hastalig1 saptayabilen kansere 6zgii yeni biyobelirteglerin yani sira, EOK niiksiine karsi

etkili terapotik ajanlarin belirlenmesi, EOK tedavisi i¢in hayati 6nem tagir [13].

2.1.1. Over Kanserinde Simiflandirma

Over kanseri, yumurtaliklari iceren ¢esitli tiimorler igin spesifik olmayan bir
terimdir. Over kanserleri ii¢ biiyiik gruba ayrilabilir: epitel, germ hiicresi ve 6zellesmis
stromal hiicre tiimorleri. Over kanserlerinin biiyiik c¢ogunlugu epitelyal over
kanserleridir (EOK'ler). EOK ayrica iki ana gruba ayrilan ¢esitli histolojik alt tiplere
ayrilabilir: Tip | ve Tip II timorler. Tip I tiimorler, diisiik dereceli serdz, miisindz,
endometrioid, berrak hiicreli karsinomlar1 igerir ve genellikle tanimlanabilir bir
onciilden daha yavag biiylime egilimindedir. Bunun aksine, Tip II timorler, yiiksek
dereceli ve hizla ilerleyen hastalikla karakterize edilir. Yiiksek dereceli serdz over
karsinomu (HGSOC), tim EOK'lerin neredeyse % 75'ini olusturan en yaygim Tip II
timoriidiir. Ne yazik ki, aym1 zamanda en agresif olanlardan biridir. Su anda
HGSOC'nin erken tespiti i¢in saglam yontemler bulunmamaktadir. Sonug olarak,
kadinlarin ¢ogu, kanser zaten periton boslugu i¢inde diger dokulara metastaz yaptiginda
teshis edilir. Hastalik peritona yayilsa bile spesifik semptomlarin olmamasi, gecikmis

taniya ve zayif hayatta kalma oranlarina katkida bulunur [14].



2.2. Over Kanserinde Genlerin Rolii

2.2.1. Yiiksek Dereceli Seroz Over Karsinomunda TP53

HGSOC'nin ayirt edici 6zelliklerinden biri, TP53 tiimor baskilayict genindeki
mutasyonlarin evrensel varhigidir [14-17]. TP53 mutasyonu, fallop tiipii sekretuar
hiicrelerin doniisiimiinde bilinen ilk molekiiler olaydir ve erken tiimor Onciilerinde
tanmimlanabilir [18]. Son ¢alismalar, TP53 yanlis anlamli(missense) mutasyonlarinin
stabilize edildigini, ancak endojen dogal tip TP53 kaybmin olmadigini, ankrajdan
bagimsiz biiylime kosullari altinda sekretuar hiicre hayatta kalmasimi ve hiicre-hiicre
agregasyonunu destekledigini gostermektedir. Bu mutant aracili otokrin matriks
birikimi, peritoneal yayilma icin muhtemelen gerekli olan mezotelyal interkalasyon
kapasitesine sahip hiicre kiimelerinin olusumuna yol agar [19]. ilging bir sekilde,
R273H, R175H ve R248Q dahil olmak iizere en yaygin TP53 yanlis anlamh
mutasyonlariin, mutasyona ugramis tam uzunlukta p53 mRNA'dan ¢evrilen ¢ok sayida
ve yiiksek miktarlarda daha kisa p53 protein izoformlar1 ifade ettigi goriilmektedir.
A160p53 gibi bu daha kisa izoformlar, artmis survival, proliferasyon, adhezyon ve
invazyon dahil olmak iizere mutant proteine 6zgii tiim fonksiyon kazanim &zelliklerini
sergiler [20]. Bu veriler, TP53'in erken mutasyonunun HGSOC baslangict igin gerekli
oldugunu gostermektedir. Bu nedenlerden dolayi, mutant p53, HGSOC'de ¢ekici bir
terapotik hedef olarak yeniden ortaya ¢ikmustir [21].

2.2.2. Yiiksek Dereceli Seroz Over Kanserinde BRCA1 ve BRCA2

HGSOC gelisiminde gézlemlenen yiiksek siklikta TP53 mutasyonlarina ragmen,
TCGA (Cancer Genome Atlas Research) verileri, BRCA1 ve BRCA2 haricinde diger
genlerdeki tekrarlayan mutasyonlarin nispeten nadir oldugunu diisiindiirmektedir [14].
BRCA1 ve BRCA2, homolog rekombinasyon yoluyla DNA onarmmini diizenleyerek
genomun biitiinliiglinli  korumada kritik rol oynayan proteinlerdir. Homolog
rekombinasyon, yiiksek dogrulukta bir siiregtir ve Onarimlar igin bir sablon olarak
kardes kromatidi kullandig1 i¢in ¢ift sarmalli kirilmalar1 (DSB'ler) onarmak i¢in hatasiz
bir mekanizma olarak kabul edilir. Bu mekanizma, bir sablon olmadan basitce DSB
uglarin1 baglayan ve hataya daha yatkin olan homolog olmayan DNA ug birlestirme
(NHEJ) olarak bilinen diger ana yolun tersidir. Cift sarmalli DNA kirilmalar1 en sik
DNA replikasyonu sirasinda meydana gelir, Ozellikle replikasyon kompleksi tek

sarmall1 bir kirilma (SSB) ile karsilastiginda, sonugta onarilmazsa genomik kararsizliga



ve hiicre Olimiine yol agar. BRCAl1 ve BRCAZ2'deki mutasyonlar, homolog
rekombinasyon eksikligine (HRD) neden olur, bu da hiicrelerin DSB'yi onarmak igin
NHEJ yoluna ¢ok daha fazla giivenmesine neden olur. BRCA genlerindeki germline ve
somatik mutasyonlar tim HGSOC'larin yaklasik % 15-20'sini olustursa da, BRCA
agindaki disfonksiyon ve homolog rekombinasyon, HGSOC'nin yaklasik % 50'sinde
homolog rekombinasyona dahil olan genlerdeki degisiklikleri barindiran daha yaygin
goriilmektedir [14, 16, 22] [23]. Ornegin, BRCA1 promotérii yiiksek oranda metillenmis
olabilir, bu da gen ekspresyonunun kaybina ve BRCAL mutant fenotipinin taklit
edilmesine neden olabilir [14]. BRCA genlerine ek olarak, mutasyona ugradiginda
HRD'ye muhtemelen katkida bulunan birkag¢ kalitsal DNA onarim geni vardir. Bunlar
Fanconi anemi kompleksindeki genleri, RAD51 paraloglarim1 (RAD51B, RAD51C ve
RAD51D), BRIP1, BARD1, PALB2'nin yani sira RAD50, CHEK2, ATR ve ATM'yi igerir
[24-26]. Bu degisiklikler toplu olarak HRD'yi gosterir ve BRCA disfonksiyonu ile
iligkili genomik kararsizlik nedeniyle siklikla bir "BRCAness" fenotipine sahip olarak

tanimlanir [27].

Geleneksel olarak over kanserleri, histolojik alt tipe bakilmaksizin tipik olarak
platin bazli kemoterapi gibi sitotoksik ajanlarla tedavi edilmistir. Aslinda, over
kanserinde kullanilmak {izere FDA onayli sadece 3 hedefli ajan vardir. Birincisi,
vaskiiler endotelyal biiyiime faktoriine (VEGF) karsi bir monoklonal antikor olan
bevacizumab'dir. Bu antianjiyojenik tedavi, niikseden, platine direngli yumurtalik
kanserinde kullanimi igin onaylanmistir [28, 29]. Ikincisi, bir poli-riboz polimeraz
(PARP) inhibitorii olan olaparibdir. Olaparib, BRCA mutasyonlart ve tekrarlayan
hastaligi olan hastalarda kullanim i¢in 2014 yilinda onaylanmistir[30]. PARP
inhibisyonunun basarisi, HRD ortaminda PARPI fonksiyonunun kaybinin (yani,
BRCAL1/2 mutasyonu) DNA aberasyonlarinda bir artisa neden oldugu fikrine
dayanmaktadir, bunlarin timii HRD nedeniyle tamir edilemez ve sentetik letalite
yoluyla hiicre oliimiiyle sonuglanir [31-33]. Sentetik letalite, iki genin veya yolun
inaktivasyonu oldugunda meydana gelir; bunlarm ikisi de kendi basina 6ldiriici etkiler
yaratmaz, ancak kombine edildiginde hiicre 6liimiine neden olur. PARP-BRCA sentetik
letalitenin altinda yatan birka¢ mekanizma vardir. Birincisi, PARP-1, bir PARP
inhibitoriiniin varliginda kalict olabilen ve DSB'lere yol acan replikasyon ¢atallarinin
¢okmesine neden olan tek sarmal kirilmalarin (SSB'ler) onariminda rol oynar. BRCA

kusurlu kanser hiicreleri, homolog rekombinasyona sahip olmadig1 i¢in, ortaya c¢ikan



DSB'ler, kanser hiicreleri igin segici olarak toksik olacaktir. Baska bir mekanizma
PARP yakalamasini igerir. PARP inhibitorleri, PARP-1'1 kendiliginden veya baz
eksizyon onarmmi sirasinda olusan SSB'lere hapseder. Hapsolmus PARP-1,
replikasyona, ¢oziilmesi i¢in homolog rekombinasyon gerektiren bir engel olusturabilir
[34]. Ilging bir sekilde, BRCA mutant tiimorlerde PARP inhibitorlerinin segici
aktivitesine ragmen, dogrulanmis BRCA mutasyonlar1 olan bireylerden daha fazla hasta
PARP inhibitorii tedavisine yanit vermistir [35]. Aslinda, platine duyarl, niikseden over
kanseri olan hastalar i¢in idame tedavisi olarak PARP inhibitorii niraparibin kullanildig:
yakin zamanda yayinlanan bir faz III klinik ¢alisma, BRCA veya HRD durumlarina
bakilmaksizin, hastalarin progresyonsuz sagkalimlarinin 6nemli o6lgiide uzadigini
gostermistir [36]. Bu gozlemler, PARP inhibitorlerinin over kanseri tedavisinde daha
genis bir role sahip olabilecegini diisiindiirmektedir. Amerika Birlesik Devletleri'nde
bugiine kadar olaparib, rucaparib ve pazopanib FDA onaylidir [37] [38]. Bir tirozin
kinaz inhibitori (TKI) olan Pazopanib, tiimdor hiicrelerinin biiylime ve yayilimina neden
olan sinyalleri bloke ederek kanser biiylimesini yavaslatmaktadir. Bu ajanin da NCCN
guideline girdigi ve tedavi yaklasiminda kullanildig1 goriilmektedir [39]. Su anda, farkli
PARP inhibitorlerini tek basina veya diger ilaglarla kombinasyon halinde kullanarak
yapilan klinik ¢alismalar devam etmektedir [40, 41]. Bunun gibi ¢alismalar, PARP
inhibitorlerinin over kanseri olan birgok birey igin tedavi siirecini degistirme

potansiyeline sahip oldugunu gostermektedir.

Over kanseri hastalarda, immiinterapi ajan1 olarak NCCN rehberinde de yer alan
Pembrolizumab, MSI-H veya dMMR tiimoér marker1 pozitif olan Kisilerde kullanimi
onerilmektedir. Bu immiin checkpoint inhibitorii, kanserde T hiicrelerini etkisiz kilan
durumu ortadan kaldirarak, T hiicrelerinin kanser hiicrelerine saldirabilmesini

saglamaktadir [39].

2.2.2.1. Kalitsal Meme ve Over Kanseri Sendromu (HBOC)

Kalitsal Meme ve Over Kanseri Sendromu, BRCA1 veya BRCA2 genlerindeki
mutasyonlarla iligkili olarak artmis meme kanseri ve over kanseri riski ile iligkilidir.
Ayrica, bolgeye 6zgii over kanseri aileleri olarak adlandirilan, fazla over kanseri olan
ancak meme kanseri olmayan az sayida aileye dair raporlar da vardir. Bu aileler
BRCA1'deki mutasyonlarla baglantilidir ve kalitsal meme-over sendromunun benzersiz

bir fenotipini temsil ettikleri diisiiniilmektedir. Kalitsal meme kanserlerinin ¢ogu



BRCA1l ve BRCAZ2'deki kalitsal mutasyonlarla agiklanabilir. Aile Oykiisiine gore
secilmemis over kanseri olan hasta serilerini incelerken, hastalarin yaklasik % 10 ila %
15'inde bu genlerin herhangi birinde zararli bir mutasyon vardir. Ailesinde over kanseri
veya erken baslangi¢cli meme kanseri Oykiisii olan over kanseri hastalarini incelerken,
BRCAL veya BRCA2 mutasyonu bulma olasilig1 énemli 6l¢iide artar. Aslinda genellikle
kalitsal over kanserinin biiylik bir kismmin BRCALl veya BRCA2 anormallikleri ile
aciklandig1 belirtilmektedir. Jinekolojik Onkoloji Grubu, over kanseri ve pozitif aile
Oykiisii olan kadinlarla ilgili prospektif bir ¢alisma yiiriitmiistiir. Spesifik olarak, su
ozelliklerden herhangi birine sahip olan over kanseri hastalarini kaydetmiglerdir: over
kanseri olan birinci derece akraba, over kanseri olan ikinci derece akraba ile birlikte
erken baslangigli meme kanseri olan birinci derece akraba veya erken baslangigli (50
yas alti alinmistir) meme kanseri olan birinci ve ikinci derece akraba. Mutasyonlar i¢in
taranan 26 uygun hastadan sekizinde BRCA1 ve dordiit BRCA2'de olmak iizere 12 kiside
zararl1 mutasyonlar bulunmustur [42, 43]. Ureme, demografik ve yasam tarzi1 faktorleri
over kanseri riskini etkilese de, en onemli over kanseri risk faktorii, hastaligin aile
oykisidir. Yayinlanmis 15 ¢alismanin bilyiik bir meta analizinde, over kanseri ile en az
bir birinci derece akraba ile iligkili over kanseri riski i¢in olasilik oranin1 3.1 olarak
hesaplandi. Kalitsal meme ve over kanser sendromu diisiiniilen bir hasta se¢iminde

NCCN kriterleri g6z 6niinde bulundurulur. Bu kriterlere gore:
1.Ailede BRCA1/2 mutasyonu olan birey varligi
2.Meme kanseri olan hastada asagidakilerden en az birinin varlig1
a) 45 yas ve altinda tan1 almis olmak

b) 50 yas altinda tan1 almis olmak ve ailede en az bir yakininin 50 yas altinda

meme kanseri ve/veya yumurtalik kanser tanist almasi
¢) Kiside biri 50 yas ve altinda olmak iizere iki meme kanseri tanis1 olmast

d) Herhangi bir yasta tan1 almis olmakla birlikte ailede en az iki birinci derece

yakininda 50 yas altinda meme ve/veya yumurtalik kanseri tanisi
e) Ailede erkek meme kanseri oykiisii
f) Kiside yumurtalik kanseri tanis1 da konmasi

g) En az iki yakininda pankreas ve prostat kanseri de bulunmasi



h) <60 yaginda TNBC(Triple Negatif Meme Kanseri) tanis1 konmus hastalar
1) Etnik olarak yiiksek riskli olma (Askenazi Yahudisi gibi)

Kalitsal meme over kanser sendromunda Claus ve Gail modelleri, arastirma
calismalarinda ve klinik danmigsmanlikta risk hesaplama modeli olarak rutin pratikte
kullanilmaktadir. Her ikisinin de sinirlamalar1 vardir ve iki modelden tiiretilen risk
tahminleri hasta igin farkli olabilir [44, 45]. Ayrica ekibimizin de gelistirmis oldugu bir
algoritma suan halihazirda test edilmekte ve olumlu sonuglar vermektedir [46]. Bu

modellerin kullanimi 6zel bilgi ve uzmanlik gerektirir.

2.2.2.2. Lynch Sendromu veya Kalitsal Non-Polipozis Kolon Kanseri (HNPCC)
Lynch sendromu, bir kadinin over kanseri riskini artirir. Kanser, birkag farkli
gendeki mutasyonlardan kaynaklanir ve ayrica kolorektal kanserin yani sira mide, ince
bagirsak, karaciger, safra kanali, idrar yolu, endometriyum, beyin ve merkezi sinir
sistemi ve muhtemelen meme kanserleri riskini artirir. Lynch sendromlu hastalarda
yanlis eslesme tamir genlerindeki kusurlar (AIMMR), kalitsal over kanserlerinin yaklagik
% 10'unu ve genel vakalarin % 1 ila % 2'sini olusturur. Bununla birlikte, bu sendromlu
hastalarda, bireysel olarak over kanseri gelisme riski yaklasik %212'dir. Artan riskin
mekanizmasi, MMR mekanizmasindaki kusurlar ve bunun sonucunda hiicreleri ¢oklu
mutasyon riskine sokan genetik istikrarsizliktan (MSI) geger; bununla birlikte, over
kanserinde karsinogenez, yanlis eslesme tamir genlerindeki kusurlar (mismatch repair

damage) taniminin 6tesinde iyi ¢alistlmamistir [47].

2.2.3. Yiiksek Dereceli Seroz Over Kanserinde CCNE1

HGSOC, TP53 geninin zorunlu mutasyonu, homolog rekombinasyon DNA
onarim yolagindaki mutasyonlar ve yaygin kopya sayisi1 degisiklikleri ile karakterizedir
[14]. Over kanserinde en yaygin kopya sayist degisikliklerinden biri, 19q12 lokusunun
amplifikasyonudur. Bowtell laboratuvari, CCNE1'i 19ql12 amplikonunun anahtar
sliriclisii olarak haritalamak igin 19q12 amplikonundaki genlerin sistematik bir sekilde
devre dig1 birakilmasini kullanmistir [48]. CCNE1, Cyclin E1'i kodlar ve bir dizi solid
timorde ve HGSOC vakalariin yaklasik % 20'sinde Siklin E1 protein seviyeleri hiicre
dongiisti sirasinda degisir ve sikline bagimli kinaz 2'yi (CDK2) baglayarak ve aktive
ederek G1-S faz gegisinde onemli bir rol oynar. Aberran Cyclin E1 ekspresyonunun

planlanmamis DNA replikasyonunu, sentrozom amplifikasyonunu ve kromozom
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instabilitesini tetikledigi bilinmektedir [21, 49, 50]. Onemli olarak, CCNE1
amplifikasyonu, primer veya refrakter kemo-direngli over kanseri [51] ve zayif genel
sagkalim[52] ile iliskilidir. Ilging bir sekilde, CCNE1 amplifikasyonu ve artmis Cyclin
E1 proteini STIC (seroz tubal intraepitelyal karsinom-HGSC oncii lezyon)
lezyonlarinda saptanabilir, bu da CCNE1'deki diizensizligin HGSOC gelisiminde erken
bir olay oldugunu gosterir [49, 50] [53].

RN
) |
:&iﬁ
PoS aN
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20% Other HRD
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Sekil 2-1: Yiiksek dereceli seroz over karsinomlarimin (HGSOC'ler) patolojik ve genomik
ozellikleri [54]

2.3. Over Kanserinde Epigenetik

Epigenetik, DNA sekansinin kendisinin modifikasyonu olmaksizin gen
ekspresyonundaki fenotipik degisikliktir ve timor olusumundaki rolii giderek artan
sekilde ortaya konmaktadir. Son zamanlarda, epigenetik modifikasyonla diizenlenen
kanserle iliskili birgok genin, malign over tiimoriiniin baslangic1 ve ilerlemesinde rol
oynadigi belirlenmistir [55]. Epigenetik, DNA metilasyonunu, niikleozomun yeniden
konumlandirilmasini, histon post-translasyonel modifikasyonunu ve miRNA'lar gibi
kodlanmayan RNA’lar tarafindan gergeklestirilen  post-transkripsiyonel gen

regiilasyonunu igerir [56].
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Transkriptom, yliksek derecede karmasgikliga sahiptir ve ¢ok sayida kodlayici ve
kodlamayan RNA tiirinii kapsar. Tarihsel olarak, RNA molekiilleri, molekiiler
biyolojinin central dogmasinda kapsiillendigi gibi, genler ve proteinler arasinda basit bir
ara Uriin olarak yer almistir. Bu nedenle, haberci RNA (mRNA) molekiilleri, proteinleri
genetik kod araciligiyla kodladiklari igin en sik incelenen RNA tiirleri olmustur. Protein
kodlayan mRNA'ya ek olarak, fonksiyonel olan gesitli kodlamayan RNA (ncRNA)
molekiilleri grubu vardir. Daha 06nce, bilinen ncRNA'larin ¢ogu, mRNA
translasyonunda yer alan ribozomal RNA'lar ve transfer RNA'lar, eklemede yer alan
kiigik niikleer RNA (snRNA'lar) ve rRNA'larin modifikasyonunda yer alan kii¢iik
niikleolar RNA'lar (snoRNA'lar) gibi temel hiicresel islevleri yerine getirmektedir. Daha
yakin zamanlarda, ncRNA'larin repertuarini gelistiren yeni RNA siniflar1 kesfedilmistir.
Ornegin bu tiir bir ncRNA sinifi, her ikisi de transkripsiyon sonrasi seviyede gen
ekspresyonunu diizenleyen mikroRNA (miRNA) ve piwi-etkilesimli RNA'y1 (piRNA)
iceren kiigiik kodlamayan RNA'lardir. Bir baska kayda deger ncRNA sinifi, uzun
kodlamayan RNA'lardir (IncRNA'lar). Fonksiyonel bir sinif olarak, IncRNA'lar ilk
olarak cDNA kitapliklarinin biiyiik 6l¢ekli dizilemesi sirasinda farelerde tanimlanmuistir.
LncRNA'lar i¢in, kromatin yeniden modelleme, transkripsiyonel kontrol ve
transkripsiyon sonrasi isleme dahil sayisiz molekiiler fonksiyon kesfedilmistir, ancak

biiyiik gogunlugu tam olarak karakterize edilmemistir [57].

Son zamanlarda yapilan yiiksek verimli ¢aligsmalar, genomun ~% 80'inin, protein
kodlama potansiyeli olmadan RNA'lara, yani kodlamayan RNA'lara (ncRNA'lar)
kopyalandigini ortaya c¢ikarmistir ve bu da 'junk DNA' kavraminin dogru olmadigini
gostermektedir. MikroRNA'lar  (miRNA'lar) ve uzun kodlamayan RNA'lar
(IncRNA'lar), epigenetik, transkripsiyonel ve transkripsiyon sonrasi seviyelerde en
giiclii gen ekspresyon diizenleyicileri olarak ortaya ¢ikan en iyi ¢alisilmis aile siniflarini
temsil eder. Kanser arastirmalari, ncRNA'larin, 06zellikle de miRNA'larin  ve
IncRNA'larin, kanser hiicrelerinin biyolojisinin hemen hemen her yoniindeki aktif
anlatimmin yani sira hem meme hem de over timdrlerinde diizensiz ifadelerinin altini

¢izmistir [58].
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2.3.1. Kodlamayan RNA’lar

2.3.1.1. Uzun Kodlamayan RNA’lar (IncRNA)

Uzun kodlamayan RNA'lar (IncRNA'lar), uzunlugu 200 niikleotidden daha uzun
olan fonksiyonel hiicresel RNA molekiillerini ifade eder. IncRNA'lar son birka¢ yilda
kanser de dahil olmak iizere patolojik siireglerde potansiyel olarak 6nemli
diizenleyiciler olarak ortaya cikmustir. Artik IncRNA'larin, birgcok durumda DNA,
protein ve RNA ile etkilesimleri yoluyla kanserde rol oynadig: bilinmektedir. Ayrica,
biriken kanitlar, biiyiik IncRNA siniflarinin over kanseri i¢in islevsel oldugunu kabul

etmistir [59].

Yiiksek c¢oOziiniirlikli mikroarray ve bilyiik o6lclide paralel dizileme
teknolojisinin [60, 61] gelismesiyle, insan genomunun % 98'den fazlasinin goriiniir
protein kodlama potansiyeline sahip olmayan RNA transkriptlerine kopyalandig1 kabul
edilmistir. Bu kodlamayan RNA'lar (ncRNA'lar) boyutlarina goére IncRNA'lar (> 200
niikleotid) ve kiigiik ncRNA'lar (<200 niikleotid) olarak smiflandirilabilir.
MikroRNA'lar (miRNA'lar), small interfering RNA'lar (siRNA'lar) ve PIWI-etkilesimli
RNA'lar (piRNA'lar) gibi kiigiik ncRNA'lar, bir¢cok hastaligin baglamasi ve ilerlemesi
tizerindeki dikkate deger islevleri nedeniyle yillardir yogun bir sekilde arastirilmistir
[62-64]. Bununla birlikte, IncRNA'lar nispeten az anlagilmis bir ncRNA sinifidir.

LncRNA'larin en uygun tanimi, protein kodlamayan uzun RNA transkriptleridir.

LncRNA'lar yasamin her dalinda evrimsel koruma, genomik lokuslarin
damgalanmasi, kromatinin yeniden sekillenmesi, enzimatik aktivitenin allosterik olarak
diizenlenmesi ve farkli hiicre kaderlerinin modiile edilmesi gibi genis biyolojik islevler
sergilemektedir. Son ¢aligsmalar, IncRNA'larin over kanserinde belirgin bir isleve sahip
oldugunu, IncRNA'larin asir1 ekspresyonu, eksikligi veya mutasyonunun tiimérogenez,

metastaz, prognoz veya tani ile iligkili oldugunu gostermektedir [65-68].

IncRNA'lar birincil olarak komsu transkriptler arasindaki genomik yakinliklarina
gore kategorize edilmektedir ve bunlar sens (protein kodlayan bir gen ile ortiisen),
insanlarda en yaygin ikinci grup antisens (zit iplik lizerinde diger transkriptin bir veya
daha fazla eksonu ile ortiisen), ¢ift yonlii promotdr (protein kodlama transkriptine
antisens promotdrlerin 1 kb'si i¢inde kopyalanan), intronik (bir protein kodlama geninin
intronundan transkripsiyon olan), insanlarda IncRNA molekiillerinin en biiyiik alt sinifi

olan intergenikler (iki protein kodlayan gen arasindaki genomik aralik i¢inde bagimsiz
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bir birim olarak bulunur), enhancer (bir protein kodlayan genin bir gii¢lendirici
bolgesinden kopyalanir) ve iki benzersiz IncRNA olan dairesel RNA'lar (miRNA
stingerleri ve ayirict miRNA'lar olarak islev gorir) [69, 70] ve sno-IncRNA'lar
(eksontikleolitik kirpma ile eksize edilmis ve dallanmis intronlardan islenir ve
riboniikleoprotein kompleksleri olusturarak spesifik protein bilesenleri ile kompleks

halinde fonksiyonlarini yerine getirir) [71].

LncRNA'larin DNA, kromatin, sinyal, diizenleyici proteinler ve ¢esitli hiicresel
RNA tiirleri ile etkilesime girerek birkag Onemli fizyolojik siireci etkiledigi
gosterilmistir. Kromatine bagli IncRNA'lar, yerel kromatin mimarisini kontrol ederek
veya diizenleyici molekiillerin spesifik lokuslara alinmasini ydnlendirerek gen
ekspresyonunu diizenleyebilir. LncRNA'larin birgok proteinle etkilesimi, protein
komplekslerinin birlesmesini tesvik edebilir veya protein-protein etkilesimlerini
bozabilir, IncRNA'larla mRNA etkilesimleri, kesilmeyi (splicing), mRNA stabilitesini
veya translasyonu veya miRNA'yr hedef mRNA'dan ayirmayi etkilemek i¢in mRNA
metabolizmasinin bir¢ok yoniiyle ilgili protein gruplarini ise alabilir [72, 73]. Bunun
tizerine, IncRNA'lar etki mekanizmalarina gore dort kategoriye ayrilabilir: (1) Sinyaller:
Mekansal-zamansal bir sekilde fonksiyonel biyolojik kosullar i¢in molekiiler bir isaretgi
gorevi gorlr, gelisimsel ipuglarina, hiicresel sinyallere ve diger uyaranlara yanit verir,
(2) Baskilama: DNA'ya baglanan diger RNA'lara veya proteinlere miidahale ederek
veya bunlarla rekabet ederek transkripsiyonu baskilama, (3) Kilavuzlar: Proteinlere
baglanir ve kompleksi DNA'ya dogrudan veya dolayli etkilesim yoluyla kromatine ve
diger spesifik hedeflere tasir, bu da her iki komsunun veya uzaktaki genlerin gen
ifadesinde degisikliklere yol acar ve (4) Iskeleler: Farkli efektdr molekiillerinin bir

araya getirildigi merkezi platformlar olarak hizmet eder [74-76].

2.3.1.2. Kisa kodlamayan RNA’lar: miRNA ve siRNA

MikroRNA'lar (miRNA'lar), gen diizenleyici agin ayrilmaz bir pargasidir. Tek
bir miRNA, vyiizlerce protein kodlama geninin ekspresyonunu kontrol edebilir ve
proliferasyon, farklilasma, stres tepkileri, DNA onarimi, hiicre yapismasi, hareketlilik,
inflamasyon, hiicre hayatta kalmasi, yaslanma ve apoptoz gibi genis bir biyolojik
fonksiyon yelpazesini modiile edebilir. Bunlarin tiimii tiimoérogenez icin temeldir.
Onkojenik miRNA'larin ("onco-miR'ler") asir1 ekspresyonu, genetik amplifikasyonu ve

islev kazandirict mutasyonunun yani sira; timdr baskilayict miRNA'larin ("baskilayici-
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miR'ler") gen silinmesi ve islev kaybi mutasyonu, insan kanseriyle baglantilidir.
Spesifik bir onko-miR veya baskilayici-miR'lerin diizensizligine ek olarak, kusurlu bir
miRNA biyogenez yolagindan kaynaklanan global miRNA seviyelerindeki degisiklikler
timor olusumunda rol oynar. Bireysel onko-miR'lerin ve baskilayici-miR'lerin ve
bunlarin kanserdeki hedef genlerinin iglevi, bircok ¢alismada agiklanmistir [77] . Son on
yilda, c¢ok sayida diizenleyici yolun, miRNA'larin biyogenezini (transkripsiyon ve

isleme), stabilitesini ve susturma aktivitesini modiile ettigi gosterilmistir [78] .

MiRNA'larin biyogenezi, RNA polimeraz II (Pol II) tarafindan genomda
kodlanan miRNA geninin transkripsiyonu ile baslar. Bu islem, bir sa¢ tokasi yapisi
iceren uzun birincil (pri-miRNA) transkriptler tiretir [79, 80]. Pri-miRNA'lar asamali
isleme tabi tutulur. Ilk islem ¢ekirdekte gerceklesir ve "Drosha mikroislemci”
kompleksini olusturan RNase III enzimi Drosha ve onun kofaktéri DGCRS’1 igerir.
Drosha kompleksi, sa¢ tokasi yapisinin tabanini tanir, onu bdler ve ~ 60-70-nt firkete
seklindeki 6ncli miRNA'y1 (pre-miRNA) serbest birakir. Pre-miRNA daha sonra Xpo5
yoluyla sitoplazmaya aktarilir ve ikinci islemden RNase III enzimi Dicer ve kofaktor
transaktivasyonuna duyarli RNA baglayici protein (TRBP/ TARBP2) tarafindan 22-nt
mIRNA duplex olusturulur. Bu genel yolun istisnalari olarak, bazi miRNA'lar
miRronlar olarak bilinen miRNA igeren intronlarin eklenmesi dahil olmak iizere
Drosha'dan bagimsiz veya Dicer'den bagimsiz mekanizmalar tarafindan firetilir[81].
MiRNA dupleksi, tercihen bir ipligi ¢ikaran ve olgun miRNA'y1 tutan ("kilavuz iplik")
bir Argonaute (Ago) proteinine yiiklenir. Ago proteinleri ve GW182 / TNRC6 protein
ailesi, miRNA kaynakli susturma kompleksini (miRISC) olusturur. MiRNA / Ago
kompleksleri, miRNA molekiiliiniin 5" ucunu (nts 2-8), 3’ ¢evrilmemis bolgesinde (3'-
UTR) kismen tamamlayict bir diziyle eslestirerek hedef mRNA'lar1 tanir. Belirli bir
miRNA, yiizlerce hedef mRNA'y1 ayn1 anda diizenleyebilir, ancak diizenleme derecesi
yalmzca % 30-50'dir. Burada miRNA’lar mRNA molekiiliiniin diziye 6zgii yikima
ugramasi ya da translasyona girememesine neden olarak bu isi gerceklestirir. Bu sirada
mRNA’nin kdken aldig1 genin transkripsiyon hizi veya seklinde bir degisiklik
olmamakta, sentezlenmis olan mRNA’ya baglanan miRNA/siRNA(small interfering
RNA) sonucu protein ifadesi baskilanmaktadir. Bu post-transkripsiyonel gen susturumu,
RNA interferansi (RNAi) olarak bilinmekte ve tiim Okaryotlarda gézlenmektedir[82].
RNAI yolaklari, bu siRNA ve miRNA adi verilen kiiciik, protein kodlamayan ve gen
ifadesinin negatif diizenleyicisi olan RNA parcaciklari araciligiyla gergeklesir (Sekil 2-
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2). Bu iki tiir kodlamayan RNA’nin sentez ve olgunlagma siiregleri ortak asamalarda

gegse de aralarinda 6nemli farklar bulunmaktadir (Tablo 2-1).

Endojen miRNA genleri
= RNA Pol Il

Transgenler, transpozonlar, heterokromatin

T 1 S .

| Aberan RNA'lar | -

pri-miRNA l
5-P P-5'
. i [ .

l Ekzojen dsRNA

5'.p mlm
pre-miRNA l

Virtsler

I P-5"  dsRNA

SRl 5'-P LT P-5' siRNA dupleksi
Sltoplazma
Helikaz
Argonot
Dicer
3’-H0”P-5’ 5’-P*0H-3‘ mi/siRNA
miRNA siRNA '

/—\ l CH, CH,
T _3HO SN 3-HO :  pic 1

mRNA'nIn translasyonel

Endoniikleazlar ile kesim Kromatin susturumu

baskilanmasi

Sekil 2-2: RNAI mekanizmasinda rol alan miRNA ve siRNA'larin sentez ve etki yolaklari
[83]

Tablo 2-1: Baz1 ozellikleri acisindan miRNA ve siRNA'nin rolleri [84]

Ozellik miRNA SiRNA

Sentezi Endojen RNA'lardan Ekzojen veya endojen RNA'lardan
Sentez enzimi RNA polimeraz Il RNA bagimli RNA polimeraz
Esas etki mekanizmasi Translasyonun baskilanmast | mRNA'nin yikilmasi

Normal homeostazda islevi Var Var

Kanser tan1 ve prognozda kullanimi Var Yok

Aragtirma ve tedavi amaciyla kullanim1 | Var Var
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2.3.1.3. Kisa kodlamayan RNA’lar: Piwi etkilesimli RNA'lar (piRNA)

Piwi etkilesimli RNA'lar (piRNA'lar), piwi protein ailesinin iiyelerine baglanan
yaklasik 24-31 niikleotid uzunlugunda yeni kii¢iik kodlamayan RNA molekiilleri ile
diizenleyici rollerini yerine getirirler. Son zamanlarda ortaya ¢ikan kanitlar, memeli
germ hattina ek olarak piRNA'larin ¢esitli insan dokularinda dokuya 6zgii bir sekilde
ifade edildigini ve transkripsiyonel veya posttranskripsiyonel seviyede anahtar sinyal
yollarin1 modiile ettigini gdstermektedir. Ozellikle, cok sayida ¢alisma piRNAs / piwi
kompleksini 6rnegin meme (BC), akciger (LC) kanserinin olusumu, gelisimi, metastazi

ve niiksi ile iliskilendirmistir [85].

Benzersiz sekilde eslenmis piRNA'larin biiyiikk bir kismi, piRNA kiimeleri
olarak adlandirilan iki tip genisletilmis (200kb'ye kadar) genomik lokustan kaynaklanir.
Kodlama genlerine benzer sekilde, tek sarmalli kiimeler, RNA polimeraz Il yoluyla
transkriptler tireten Pol II Ser5SP ve H3K4me2 zirveleri ile isaretlenmis promoterleri
icerir, bu da 5-terminal capping, 3-terminal poliadenilasyon ve bazen segici
kesilmeye(splicing) ugrar. Tersine, ¢ift sarmalli kiimeler her iki genomik sarmaldan
kopyalanir, transkripsiyonu baslatmak i¢in yakindaki kodlama genlerinin

promoterlerine baghdir ve ayni sekilde islenmez [86] (Sekil 2-3).

piRNA kiimeleri, sitoplazmik Yb goévdesine tasinan birincil piRNA'lar iiretir.
Zuc ve onun ko-faktorii Mino birincil piRNA'lart keserek 5 ' urasil ile piRNA ara
tirtinleri tretir [87]. Piwi proteini, bir PAZ ve piwi alanindan olusan evrimsel olarak
korunmus bir yap1 igerir. PAZ tercihen piRNA ara {irlinlerini 5 urasil ile baglar. Piwi
proteinine baglandiktan sonra piRNA'lar, Zuc riboendonuclease tarafindan 3'-ug
boliinmesi yoluyla veya Papi'ye bagiml diizeltici yoluyla olgunlagir. Henl tarafindan

metilasyona ugradiktan sonra da olgun piRNA-piwi kompleksi olusur [88] (Sekil 2-3).
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Sekil 2-3: piRNA biyosentez mekanizmasi [85]

Son ¢alismalar, piRNA'larin, transkripsiyonel veya post-transkripsiyon seviyede
fizyolojik ve patolojik siireglerde hayati bir rol oynadigini1 gostermektedir. Sekil 2-4’de
kanserdeki piRNA'larin islevi ve mekanizmalar1 goriilmektedir. piIRNA / piwi
kompleksi aracili transkripsiyonel ve post-transkripsiyonel gen susturma da yine Sekil
2-4a ve 4b’de gosterilmistir. Burada 3a’da TGS diizeyinde, piRNA-protein kompleksi,
bastirict H3K9me3 isaretlerini hedef DNA govdesine getirmek ve destekleyici
bolgelerden aktif H3K4me?2 isaretlerini kaldirmak i¢in susturma makine bilesenlerini
kullanir. Ek olarak piRNA'lar/piwi kompleksi DNMT'yi ise alir, genik olarak CpG
bolgelerinde metilasyona neden olur. 3b’de PTGS seviyesinde, piRNA'lar/piwi
kompleksi, hedeflenen RNA'lara baglanir ve tamamlayici sekansla bunlarin iglevini
engeller. 3c’de piRNA'lar/piwi kompleks-protein etkilesimini gosterir. PIRNA'lar / piwi
ve proteinler arasindaki etkilesim, proteinlerin hiicre alt1 lokalizasyonunu degistirir ve

birden fazla proteinin etkilesimini kolaylastirir.
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Sekil 2-4: piRNA/piwi protein islevi [85]

Yapilan ¢alismalarda, piRNA’lardan piR-52207'nin ENOCa'da up-regiile
edildigi ve SOCa'da piR-52207 ve piR33733'in de arttiginm1 bulunmustur. Up-regiile
piR52207, ENOCa hiicre proliferasyonunu, gogiinii ve timor olusumunu tesvik eden
NUDT4, MTR, EIF2S3 ve MPHOSPHS hedeflerinin 3'-UTR'si ile 2-21 nt baglanma
bolgesi igerir. SOCa'da piR-33733, LIAS3'-UTR'leri hedeflerken piR-52207, ACTR10
ve PLEKHAS5 3'-UTR'leri ve 5-UTR'leri baglayarak artan anti-apoptotik ve pro-
apoptotik proteinlerin azalmasma yol agar. piR-52207 ve piR33733, bu nedenle, bu
malignite sinifi igin olasi terapotik hedefler olarak bunlari destekleyerek, transkripsiyon
sonras1 seviyede ¢ok sayida hiicre sinyal yoluna dahil olmak suretiyle over kanseri

onkogenezine katilir [89].

2.4. RNA-Sekanslama (RNA-SEQ)

RNA-Seq, hibridizasyon bazli mikroarray ve Sanger sekans bazli yontemlerle
karsilagtirildiginda, daha az arka plan giiriiltiisii ve daha genis bir RNA ekspresyon
araligi ile c¢oklu ¢oziiniirlik katmanlart ve transkriptom verisi saglar. Gen
ekspresyonunu 6l¢menin 6tesinde, RNA-Seq tarafindan tiretilen veriler, alternatif olarak
eklenmis genlerin, flizyon genlerinin, mutasyonlarin/SNP'lerin, alele 06zgi
ekspresyonun, yeni transkriptlerin ve kodlamayan RNA'larin tanimlanmasini hizlandirir.
RNA-Seq, kanser arastirmalarinda daha erken teshis saglamak, patolojik kdkenleri
tespit etmek ve hasta gruplar1 arasinda anormal genleri ve diizensiz molekiiler yolaklari

tanimlamak i¢in basariyla ¢alisilmaktadir [90].
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2.5. Monozigotik Tkizler

Bir sperm tarafindan déllenmis tek bir yumurtanin boliinmesiyle olusan ikizler
monozigotik (MZ) veya tek yumurta ikizi olarak adlandirilirlar. Dizigotik ikizler ise iki
farkli yumurtanin 2 farkli sperm tarafindan ddllenmesiyle olusurlar. Bu nedenle,
monozigot ikizler tek bir zigottan koken aldiklart i¢in genetik olarak 6zdes goriiliirken;
dizigot ikizler iki farkli zigottan gelismekte ve farkli genetik 6zellige sahip olan genetik
varyasyonun ortalama yarisin1 paylagsmaktadirlar. Yakin zamana kadar, monozigot ikiz
olusum siirecinin rastgele gerceklestigi diisiiniilse de son yillardaki ¢aligsmalar, zigotun

boliinme olgusuna epigenetik mekanizmalarin dahil oldugunu gostermektedir [91].

Monozigotik ikizler dogumdan once ve sonra neredeyse tiim genetik
varyantlarin1 paylasirlar. Bununla birlikte, MZ ikizler genellikle tip 1 diyabet (T1D;%
61), tip 2 diyabet (% 41), otizm (% 58 ila% 60), sizofreni ( % 58) ve farkl kanser tiirleri
(yaklasik % 16) agisindan uyumsuz fenotip gosterebilmektedirler. Bu gozlemler, bir¢ok
karmagik 0Ozellik acisindan genotipin tek basina fenotipik varyasyonu tam olarak
belirleyemeyebilecegi ve epigenetigin bu noktadaki roliinin ne kadar Onemli ve
belirleyici oldugunu ortaya koymaktadir. Bu nedenle, hastalikla uyumsuz MZ ikiz
ciftler, gebelik sirasinda ortak genetik ve gevresel faktorleri paylasmalarina ragmen
hastaliklarda epigenetik fonksiyonlart incelemek i¢in ideal bir model saglar. Uyumsuz
MZ ikizlerinin analizi, yaslanma, kanser, otoimmiin hastalik ve psikiyatrik, norolojik ve
diger Ozelliklerde epigenetik mekanizmalar1 incelemek i¢in basariyla kullanildig:

gosterilmistir [92, 93].

Over kanseri gelisiminde yeni genlerin arastirilmasi gerek hastaligin etiyolojisi
hakkinda gerekse erken tani ve yeni tedavi stratejilerinin gelistirilmesinde son derece
onem arz etmektedir. Bu projede over kanseri agisindan diskordant (OK-diskordant) ve
dogada birbirine en yakin genotipe sahip olan monozigotik ikiz kardeslerde genom
diizeyinde transkriptomik farkliliklar arastirilmistir. Literatiire bakildiginda OK-
diskordant monozigotik ikizler {izerinde yapilmis cok az sayida calisma oldugu
goriilmektedir. Yapilan bir ¢alismada [94] BRCA mutasyonu tagiyan meme ve over
kanser tanisi agisindan diskordant olan monozigotik ikizlerde goriilen degisken
penetransin kopya sayis1 degisikleri ile iligkili olup olmadig1 arastirilmis ancak anlamli
bir sonug elde edilememistir. Bir baska ¢alismada [95] ise BRCA mutasyon tastyiciligi

durumunda hasta olmayan monozigotik ikizlerdeki meme kanseri riski arastirilmis ve
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ikizler arasindaki fenotipik uyumsuzlugun c¢evresel faktorlerle iliskili oldugu
bildirilmistir. Ayn1 ¢evrede yetisen yani ortak ¢evreyi kullanan ancak over kanseri
acisindan  diskordant fenotip gosteren monozigotik ikizlerde over kanserinin
etiyolojisini tiim genomu kapsayacak sekilde gen ekspresyonunu arastiran bir

caligmanin literatiirde bulunmadig1 gozlenmistir.

Bu calismada da hedeflenen, epitelyal over kanseri ile iligkili post
transkripsiyonel seviyede epigenetik degisiklikleri tanimlamak i¢in over Kkanseri
acisindan uyumsuz monozigot ikiz bireylerde ve ikiz olmayan kardesinde periferik kan
ve over dokusu modellerini arastirmaktir. MZ ikizler yas, cinsiyet, kohort etkileri,
bircok anne etkisi ve erken ¢evre faktorleri agisindan eslestirilir ve neredeyse ayni
genomlara sahiptir. Bu nedenle, uyumsuz MZ caligmalari, hastalikla iligkili epigenetik
farkliliklar1 saptamak icin Ozellikle giiclii ve daha az Onyargili bir tasarimdir. Bu
calisma, MZ ikiz ¢iftlerinde epitelyal over kanseri ile iligkili kan ve doku
degisikliklerini es zamanli arastirmaya yonelik yapilan ilk ¢alismadir. Sonuglarimiz,
over kanseri genetigi acisindan hem tanida biyobelirte¢ potansiyeli olan molekiillerin
belirlenebilmesi hem de post transkripsiyonel siirecin aydinlatilmasinda literatiire

onemli veriler saglamas1 agisindan oldukga degerlidir.
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3. GEREC VE YONTEM

Planlanan ¢alismada klinigimize 2012 yilinda bagvurmus, 10.01.2019 tarih ve
7787 sayih Etik Kurul karar ile Istanbul Universitesi, Onkoloji Enstitiisii, Temel
Onkoloji Anabilim Dali’nda uygunluk onaymi alan ve yapilan BRCA1/2 gen analizinde
BRCA1 mutasyon tasiyicisi oldugu belirlenmis, over kanserli (HGSOC) hasta ve
mutasyon tasiyicist saglikli monozigotik ikizi ile mutasyon tasiyicist saghikli kiz
kardesine ait periferik kan lenfosit hiicreleri ve bunlarin gerek hastalik gerekse
profilaktik olarak alinmis normal ve tiimorlii over dokusunu igeren parafin blogu
kullanilmigtir. Monozigotik ikizlerden hasta olan bireyin periferik kan dokusu ve timor
dokusu; hasta olmayan ikizine ait periferik kan dokusu ve saglikli over dokusu;
mutasyon tasiyicist ikiz olmayan kardese ait periferik kan dokusu ve saglikli over
dokusu olmak tiizere ¢aligmada toplam 3 periferik kan dokusu ile 3 over dokusu
incelenmistir (Tablo 3-1). Bu 6 6rnege ait hiicre izolasyonlarindan sonra ticari kit ile
total RNA izolasyonu bu hiicrelerden yapilmistir. Orneklerin hazirlanmasinin ardindan
sirastyla total RNA’dan rRNA wuzaklastirmasi, RNA fragmentasyonu, adaptor
baglanmasi ile cDNA sentezi, hazirlanan cDNA kiitiiphanesinin PZR asamasi ve BGI
Seq 500 platformunda transkriptom dizileme asamalar1 gerceklestirilmis ve elde edilen

ham verilerin biyoinformatik analizleri yapilmistir.

3.1. Cahsmada Incelenen Numunelere Ait Bilgiler
Calismada arastirilan 6rneklere ait bilgiler ve 6rnek kodlarmna iliskin bilgi Tablo

3-1’de yer almaktadir.

Tablo 3-1:incelenen Ornekler ve Ornek Kodlari

Kisiler Over doku numarasi Hiicre (PK-lenfosit) numarasi
?n‘;iro';?g“:;: i(lgz'() BR1432D BRIS7A
Saglikh monozigotik ikiz BR1447D BR1447A
Saghkh kiz kardes BR2032D BR3219A

Calismada incelenen monozigotik ikizler ve ikiz olmayan kardes aile agacindaki

sematik gosterimi Sekil 3-1°de gosterilmistir.
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|V|eme Ca

47y (41y)
OverCa — pocat + BRCAL +
43y (40y) 43y 16y
BRCA1 +

Sekil 3-1:Calismada incelenen aile bireylerinin aile agacindaki gosterimi

3.2. Kullamlan Kimsayasal Malzemeler ve KiT’ler
Kullanilan kimyasal maddeler, malzemeler ve Kitlere ait bilgi ve detaylar Tablo
3-2’de belirtilmistir.

Tablo 3-2: Calismada kullamlan kimyasal maddeler, malzemeler ve kitlere ait bilgiler

Biocoll Separating Solution (Ficoll) (CAPRICON SCIENTIFIC)

PBS (AMRESCO)

Proteinaz K (MULTICELL)

Etanol (RIEDEL-DE HAEN)
Quick-RNA Mini Prep Kit (ZYMO RESEARCH)

FFPE RNA Purification Kit (NORGEN)

Agilent RNA 6000 Nano Kit (AGILENT TECHNOLOGIES)
MGIEasy rRNA Depletion Kit (MGI)

MGIEasy DNA CleanBeads Kit (MGI)

MGIEasy RNA Library Prep Kit (MGI)

MGIEasy DNA Adapters Kit (MGI)

Qubit dSDNA HS Test Kiti (THERMOFISHER SCIENTIFIC)
Qubit ssDNA Test Kit (THERMOFISHER SCIENTIFIC)

3.3. Kulllamlan Cihazlar
Kullanilan cihazlara ait bilgi ve detaylar Tablo 3-3’te belirtilmistir.

Tablo 3-3: Calismada kullamlan cihazlara ait bilgiler

Buzdolab1 (+4°C) (ARISTON, BOSCH)
Derin Dondurucular (-30°C, -80°C) (SANYO)

Azot Tanklar (MVE)

Mikropipetler (GILSON)

Vorteks (FINEPZR)
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Sogutmali Eppendorf Santrifiij (HERAEUS)

Termal Cycler (VWR)

Qubit Flourometre (THERMOFISHER SCIENTIFIC)
Agilent Technologies 2100 Bioanalyzer (AGILENT TECHNOLOGIES)
BGISEQ-500 NGS Cihazi (BGI)

3.4. Deneysel Yontemler

3.4.1. Orneklerin Hazirlanmasi

Periferik kandan Oncelikle hiicre izolasyonu sonrasinda “QuiCk-RNA™
MiniPrep Kit (Zymo Research)” ile total RNA izolasyonu yapilirken; FFPE dokusundan
“FFPE RNA Purification Kit (Norgen)” ile dogrudan total RNA izolasyonu yapildi.
Transkriptom analizi yapmak i¢in izolasyon sonrasi elde edilen total RNA miktarinin

5ug’dan fazla olmasina dikkat edildi.

3.4.1.1. Periferik Kandan Lenfosit izolasyonu

EDTA’l1 tiipe alinmig 6 mL kan 1/1 oraninda PBS ile dilue edildi. Diliie edilmis
kan 6rnegi 2 mL Ficoll {izerine yavas yavas pipet yardimiyla eklendi ve santrifuj edildi.
Ust fazinda serum, alt fazinda eritrosit ve diger ara fazinda beyaz kan hiicreleri bulunan
tiipten lenfositler pastor pipet yardimiyla temiz bir tlipte toplandi ve tekrar santrifiij
edildi. Pellet tizerine PBS eklendi ve pipetlenerek pellet ¢6ziildii. Coziilmiis pellet krio
tiipe dagitildi. Krio tipler santrifuj edildi, siipernatant dokiildi. Elde edilen hiicreler -

80°C’de sonraki asamalar i¢in saklandi.

3.4.1.2. Lenfositten Total RNA izolasyonu

Lenfositten total RNA izolayonunda Quick-RNA™ MiniPrep kitine ait protokol
uygulandi. Bu protokole gore RNA izolasyonu {i¢ adimdan olusur: Numune
lizis/homojenizasyon, numune temizleme ve gDNA c¢ikarma ve son asamada RNA
saflastirma. Ilk asamada kit icerisindeki RNA Liziz Tamponu ile hiicreler siispanse
edildi ve kisaca vortekle ¢alkalandi. 1 dakika boyunca 10.000g'de santrifiijlenerek lizat
temizlendi. Siipernatanti bir toplama tiipiiniin filtresine aktarildi ve gDNA'nin ¢ogunu
cikarmak i¢in 1 dakika boyunca 10.000g'de santrifiijlendi. RNA Lizis tamponundaki
(1:1) 6rnege 1 hacim etanol (% 95) eklenip iyice karistirildi. Karisim yeni bir toplama
tiiptine aktarildi ve 30 saniye santrifiijlendi, siipernatant atildi. Daha sonra Kit igerisinde
bulunan RNA Prep Buffer’dan 400 pL karisim tizerine eklendi, santrifiij edildi ve
biriktirme tiipii icerisinde toplanan atik atildi. Ardindan RNA Wash Buffer’dan 700 uL
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eklenerek tekrar santrifiij edildi, biriktirme tiipii igerisinde toplanan atik atildi. Tekrar
RNA Wash Buffer’dan 400 pL eklendi ve iki dakika santrifiij edildi. Son olarak RNaz-
icermeyen su da eklenerek, 30 saniye/l dakika boyunca santrifiij sonrasi RNA elde
edildi.

3.4.1.3. Parafin Bloktaki Dokudan (FFPE) Total RNA izolasyonu

FFPE RNA Saflastirma Kiti, formalinle sabitlenmis parafine gomiilii (FFPE)
doku 6rneklerinden toplam RNA'nin izolasyonu ve saflastirilmasi i¢in hizli bir yontem
saglar. Burada temel olarak gergeklestirilen asamalar: Deparafinizasyon, lizatin
hazirlanmasi, RNA’nin kolona baglanmasi, kolonun yikanmasi ve RNA’nin elde
edilmesi seklindedir. Ilk asamada, bir mikrotom kullanarak FFPE doku bloklarindan
20um kalinlikta kesitler alindi. Kesit, RNaz igermeyen mikrosantrifiij tiipiine aktarildi,
iizerine 1 mL ksilen eklenip vortekslendi. 50°C'de 5 dk inkiibe edildi. Inkiibasyonun
ardindan 2 dk 14.000g'de(~ 14.000RPM) santrifiijlendi ve pellete dikkat edilerek ksilen
uzaklastirildi. 1 mL % 96 etanol eklendi ve vortekslendi. 2 dk 14.000 g'de santrifiij
edildikten sonra pellete dikkat edilerek etanol uzaklastirildi. Bu etanol asamasi tekrar
yapild1 ve pellet oda sicakliginda 10 dk havayla kurutuldu. fkinci asamada, rnege 300
ulL kitteki A tamponu ve 10 pL sulandirilmis Proteinaz K eklenip vorteksleyerek
karigtirlldi. 55°C'de 15 dk, ardindan 80°C'de 15 dk inkiibe edildi. 300 nL. RL Tamponu
eklenip vorteksleyerek karistirildi. 600 pL %96 etanol eklenerek vorteksle karigtirildi.
Ugiincii asamada, temiz bir kolon tiipe yerlestirildi ve onceki asamadaki tim lizat
kolondan gegirilecek sekilde 3.500g’de (~ 6.000RPM)santrifiij edildi. Her defasinda
stipernatant atildi. Dordiincli asamada, 6rnegin bulundugu kolona 400 pL Yikama
Soliisyonu A eklendi ve 1 dk santrifiijlendi, siipernatant atildi. Bu asama 3 kez
tekrarlandi. En son kolonun kuru oldugundan emin olmak i¢in bos sekilde 2dk
santrifiijlendi, toplama tiipii atildi. Besinci asama olan RNA eliisyonu asamasinda,
kolon kit ile saglanan yeni 1,7 mL Eliisyon tiipline yerlestirildi, tizerine 20-50 uL
Eliisyon Soliisyonu A eklendi ve oda sicakliginda 1 dakika inkiibe edildi. 200g'de (~
2.000 RPM) 2 dk santrifiijlenip 14.000g'de 1 dk bir doniis yapildi. Kolondan ayristirilan
hacmi not edildi ve hacmin tamami tasinmamissa, siitun 1 dakika daha 14.000g ile
dondiiriildii. Son asamada elde edilmis olan saf total RNA sonraki ¢aligma adimina
kadar -20°C'de saklandi.
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3.4.1.4. Orneklerin Kalite Olciimleri

Total RNA numune kalite kontrolii yapmak i¢in Agilent 2100 Bioanalyzer
(Agilent Technologies) cihazinda “Agilent RNA 6000 Nano Kit” (Agilent
Technologies) protokolii kullanilarak RNA konsantrasyonu, RIN (RNA Integrity
Number/RNA Biitiinliik Degeri) degeri, 28S/18S ve fragman uzunlugu dagilimi 6l¢iildi.

Biyoanalizoér Ol¢timii oncesi jel ve boya karisimi hazirlandi. Bu asamanin
ardindan Chip’in hazirlanmasi, 6rnek ve ladder’in Chip’e yiiklenmesi, ol¢iim islemi,
Ol¢timiin degerlendirilmesi ve analizi islemleri gergeklestirildi. Agilent RNA 6000 Nano
Kit protokolii sirasiyla takip edildi: Kit igerigi sirasiyla Agilent RNA 6000 Ladder,
RNA 6000 Nano boya, Agilent RNA 6000 jel ve Agilent RNA 6000 marker, 2 adet
elektrot temizleyici proponal karisimi, filtreli tiipler, 30 eppendorf tiip ve RNA Nano
Chipler’den olusmaktadir. Protokolde oOncelikle reaktiflerin en az yarim saat oda
1s1sinda bekletilmesinden sonra ¢alismaya baslanilmasi onerilmektedir. 30 dakika oda
isisinda kalan Agilent RNA 6000 jeli yaklagik olarak 550 pL alinarak filtreli tiipe
aktarildi. 1500 g’de 10 dakika 24°C oda sicakliginda santrifiij edildi. Filtrenin altinda
kalan jel 65 pL hacimlerde DNaz ve RNaz igermeyen eppendorf tiiplere aktarildi. Her
bir alikot 6rnek tek bir kullanim igin +4°C’de muhafaza edildi. Vorteks ve 10 saniye
kisa siireli santrifiij yapilan mavi kapakli RNA 6000 Nano boyadan 1 pL alindi ve jel
alikotunun tizerine eklendi. Karisim yaklasik 1 dakika vortekslendikten sonra, 13000
g’de 10 dakika oda sicakliginda santrifiij yapildi. Jel ve boya karigimlar1 taze olarak
kullanildigindan, giinlik hazirlandi, artan soliisyon atildi. Chip hazirlanma islemine
gecildi. RNA Nano chip ¢ikartildi ve jel boya karisimindan 9 uL koyu siyah ile isaretli
G kuyusuna koyuldu. Daha once klipsleri ve enjektoriiniin galistigr test edilmis, klipsi
3.seviyede olan Chip Priming Station’a (chip yiikleme aparati) jel boya karisimi ilave
edilmis RNA Nano chip yerlestirildi. Enjektor 1 mL seviyesinden bagslanarak 0,1 mL
seviyesine kadar yavas bir sekilde bastirildi ve klipsin enjektorii tutmast saglandi. 30
saniye siire ile bu konumda beklenildi ve klips serbest birakilarak tekrar enjektoriin 1
mL seviyesine gelmesi saglandi. Bu sayede koyu G kuyucugundaki jel boya karisimina
priming islemi yapilmis oldu. RNA Nano Chip iizerinde bulunan diger iki G kuyularina
9’ar ul jel boya karisimi ilave edildi. Jel boya karigimini iceren G kuyular1 hari¢ diger
ladder ve 6rnek kuyularina, 5’er pL Agilent RNA 6000 markerdan yiiklendi. Ladder
kuyucuguna 1 pL Agilent RNA 6000 Ladder, diger ornek kuyucuklarinada elde
ettigimiz RNA oOrneklerinden 1’er uL 6rnek yiiklendi. Yiikleme islemleri biten RNA
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Nano Chip Vortex Mixer IKA-Model MS3 iizerine yerlestirilerek 1200 RPM’de 2
dakika siire ile vorteks yapildi. Vorteks siiresi zarfinda Agilent Bioanalyzer 2100 cihaz
elektrotlarinin yikama islemi gergeklestirildi. ‘‘Electrode Clenar Chip”ine oncelikle 350
uL proponal konularak Chip biyoanalizor elekrotlarina yerlestirildi ve 1 dakika siire ile
beklendi. Sonrasinda elektrotlarda herhangi bir alkol kalintisi olmamasi igin ise
Electrode Clenar Chipine 350 pL distile su eklendi ve 1 dakika siire ile tekrar beklendi
ve elektrotlarin yikama islemi gergeklestirilmis oldu. Vorteks islemi biten RNA Nano
Chip biyoanalizore yerlestirildi ve uygun analiz programi segilerek, biyoanalizor
kosumu baslatildi. Kosum sirasinda 6ncelikli olarak ladderdan boyutlar1 bilinen RNA
pargalarina ait niikleotid uzunluk verileri alindi. Ladder’in ve kosumun saglikli olarak
calistigiin anlasilmasindan sonra sirasiyla ladderda bulunan 5, 200, 500, 1000, 2000,
4000, 6000 niikleotid uzunluklarindan elektroferogramda pik alindi. Daha sonra
yiikledigimiz her bir RNA Ornegine ait elektroferogram goriintiilerinde niikleotid
boylar1 ve ornek kaliteleri belirlendi. Belirlenen 6rnek konsantrasyonlar: ve sonuglar
analiz edildi. RNA konsantrasyonlar1 100ng/uL ile rRNA orani 1’in iizerinde olup RNA
Integrity Number (RIN) degerleri 7-9 arasinda bulunan 6rnekler array uygulamasi igin

uygun ornekler olarak degerlendirildi.
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a) RNA Nano Chip b) Chip yiikleme aparati c) Vortex Mixer IKA d) Agilent Biyoanalizor

Sekil 3-2: ‘‘Agilent 2100 Biyoanalizor’> uygulamasinda kullanilan araclar
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3.4.2. Total RNA’dan mRNA Eldesi

3.4.2.1. Total RNA’dan rRNA Uzaklastirmasi

Caligilacak tiim orneklerden total RNA eldesi saglandiktan sonra her birine
asagidaki asamalar uygulanmistir. Total RNA’dan rRNA uzaklastirma agamasinda
“MGIEasy rRNA Degredasyon Kit” ile calisildi. Bu ¢alismada RIN (RNA Biitiinliik
Numarast) >7 olan RNA 6rnegi i¢in 6nerilen RNA girisi miktar1 10 ng - 1 pg'dir. Diistik
kaliteli RNA o6rnegi (RIN <7) i¢in, RNA girisi 200 ng'den az olmamasma dikkat

edilmistir.

[lk asamada RNA/Prob Hibridizasyonu gerceklestirildi: RNA 6rnegine (yaklasik
200 ng total RNA) 0,2 mL PCR tiipiine aktarildi ve 18 pL toplam hacimde NF (niikleaz
icermeyen) su eklendi. Buz tizerinde RNA/Probe hibridizasyon reaksiyon karigimi (18
puL total RNA, 5 pL hibridizasyon tamponu, 2 uL. prob karisimi) hazirlandi. Karigim
pipetaj ile karistirildiktan sonra asagidaki reaksiyon kosullarina gore ayarlanmig termal

dongii cihazina yerlestirildi, program baslatildi (Tablo 3-4) .

Tablo 3-4: RNA/Prob Hibridizasyonu Reaksiyon Kosullar:

Sicakhik Zaman

Heated Lid/kapak 1sitma Acik
95°C'de 2 dakika
95-22°C'de 0.1°C/s
22°C'de 5 dakika

Reaksiyonun ardindan tiipler hemen ¢ikarilip buz {izerinde alindi ve 2 dk
beklendi. Kisaca masaiistii santrifiijde dondiiriildikten sonra RNaz H digestion
asamasina gegildi. Buz tizerinde RNaz H reaksiyon karisimi hazirlandi. Burada
hibridizasyon tiipindeki 6rnegin tizerine 2 pL RNaz H ve 3 pL RNaz H tamponu
eklendi. Pipetaj ile karistirildiktan sonra asagidaki reaksiyon kosullarinda termal dongii

cihazina yiiklendi ve baslatildi (Tablo 3-5).

Tablo 3-5:RNaz H Digestion Reaksiyon Kosullar:
Heated Lid/kapak 1sitma (45 °C) Acik
37°C'de 30 dakika
4°C'de 0
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Ornekleri tiipiin altma toplamak icin kisa siire santrifiij edildi ve hemen bir
sonraki adima gegildi. Bu asamada DNaz I Digestion karigimi hazirlandi. Bunun igin
onceki asamadaki 30 pL karisim igeren tiipe 5 uL DNaz [ ve 15 uL DNaz I tamponu
eklendi. Pipetaj ile karistirildiktan sonra asagidaki reaksiyon kosullarinda termal dongii
cihazina yiiklendi ve baslatild1 (Tablo 3-6).

Tablo 3-6: DNaz I Digestion Reaksiyon Kosullari

Sicakhik Zaman

Heated Lid/kapak 1sitma(45 °C) Acik
37°C'de 30 dakika
4°C'de 0

Kisa bir santrifiijiin ardindan tiim triinler yeni bir 1,5 mL’lik RNaz igermeyen
tiipe aktarildi. Bu asamada arttk RNA temizlenmesi islemi icin RNA Temizleme
boncuklar1 4 °C’deki dolaptan ¢ikarildi ve dnceden 30 dakika oda sicakliginda tutuldu.
Kullanmadan 6nce iyice karistirmak igin vortekslendi. 75 pL yeniden siispanse edilmis
RNA temizleme boncuklar1 yeni tiipe aktarilmis olan RNA Ornegine aktarildi.
Karstirilmasinin ardindan 5dk oda sicakliginda inkiibe edildi. Kisaca santrifiijlendikten
sonra tiip, sivi temizlenene kadar 2-5 dakika manyetik rafa yerlestirildi, RNA igeren
boncuklara dikkat edilerek siipernatanti dikkatlice uzaklastirildi. Tiip manyetik rafta
tutularak tiipe yeni hazirlanmis % 80 etanolden 200 pL eklendi ve oda sicakliginda 30
saniye inkiibe edildikten sonra siipernatant uzaklastirildi. Bu yikama adimi 2 kez
tekrarlandiktan sonra tlip kapak agik olarak manyetik raf iizerinde tutuldu ve
boncuklarin havayla kurumasi saglandiktan sonra (¢ok fazla kurumamasma dikkat
edildi). Tip manyetik raftan ¢ikarildi ve RNA'y1 ayrigtirmak igin 12 ul. NF su eklenip
en az 10 kez pipetlendi. Oda sicakliginda 5 dk inkiibe edildi. Kisaca santrifiij edildikten
sonra tiipli manyetik rafa yerlestirilip, slipernatanti yeni bir RNaz icermeyen PCR

tiipline aktarildi.

3.4.2.2. Orneklerin Kalite Ol¢ciimleri

Elde edilen mRNA’larin kalitesi ve miktarini belirleme islemi yine Agilent
Biyoanalizér 2100 cihazinda Agilent Biyoanalayser 6000 Nano Kiti kullanilarak
yapildi. mMRNA konsantrasyonunun 65 ng/uL olmasina; elde edilen tiim mRNA’lerin
saflik derecelerinin optik dansitelerinin OD260/280 >1.8, OD260/230 >1.8 olmasina ve
RNA 28S:18S oraninin > 1.0, RIN degerinin ise > 7.0 olmasina dikkat edildi.
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3.4.3. Kiitiiphane Hazirlanmasi
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Sekil 3-3: Transkriptom Sekanslama Sematik Gosterimi

3.4.3.1. RNA Fragmente Edilmesi

Onceki asamada elde edilmis olan temizlenmis RNA &rnegi, NGS kitaplik
yapimi i¢in buz lizerine yerlestirildi. Burada ilk agama olan RNA fragmentasyonu igin
10 uL RNA eliisyon 6rnegi tlipe alindi ve iizerine 4 pl Fragmentasyon Tamponu
eklenip 10 kez pipetlenerek karigtirildi. Kisa bir santrifiijden sonra termal dongii
cihazina vyerlestirildi ve insert biyiikligiine uygun protokolde fragmentasyon
gerceklestirildi (Tablo 3-7). Reaksiyon tamamlandiginda, tiip hemen 2 dakika buz
tizerine koyuldu, sonrasinda 10 saniye santrifiijlenip hemen Ters Transkripsiyon

asamasina gecildi.

Tablo 3-7: RNA Fragmentasyonu i¢in Onerilen Kosullar

RNA Fragmentasyon RNA Fragmentasyon

Insert Biiyiikliigii(bc)

Sicakhigi(°C) Siiresi(dk.)

150 be 95°C 8 dk.
250 be 87°C 6 dk.
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3.4.3.2. cDNA Sentezi

Ters transkripsiyon (RT) ve ikinci iplik sentezi asamasinda ilk olarak ters
transkripsiyon karigimi hazirlanir: 5 uL. RT tamponu 1 pL. Enzim karigimi ile karistirilir.
o6uL RT Karigimi fragmentasyon firiiniine aktarildi, karistirmak igin 10 kez pipetlendi.
Cozeltiyi tiipiin altinda toplamak i¢in kisa siire santrifiijlendi. Termal dongii cihazina

yerlestirildikten sonra asagidaki Tablo 3-8’de yer alan kosullara gére baslatildi.

Tablo 3-8: Ters Transkripsiyon Reaksiyon Kosullari

Sicakhik Zaman

Heated Lid/kapak 1sitma Acgik
25°C 10 dk
42°C 30 dk
70°C 15 dk
4°C 0

Reaksiyon tamamlandiginda tiip buza alindi, 10 saniye santrifiijlendi ve ikinci
iplik sentezi icin karisim hazirlandi. Burada Ikinci Zincir Tamponundan 26 pL, Ikinci
Zincir Enzim Karisimindan 4 pL alinarak 30 pL lik karisim elde edildi. Bu karigim RT
irtinii lizerine eklendi, pipetaj ile karismasi saglanip kisa bir santrifiij yapildi. Tip,
termal dongii cihazina yerlestirildi ve Ikinci zincir sentez programinda (Tablo 3-9)

reaksiyon baglatildi.

Tablo 3-9: ikinci Zincir Sentez Reaksiyon Kosullari

Sicakhik Zaman

Heated Lid/kapak 1sitma (45 °C) Agik
16°C'de 60 dakika
4°C'de 0

Bu asamadan sonra ornegin temizlenmesi i¢in daha Once yapilan manyetik
bozcuklarlarla RNA Temizleme islemi tekrarlandi. Burada son asamada RNA’nin
manyetik boncuklardan ayrilmasi igin 42 pL. TE Tamponu eklendi. Sonrasinda

supernatantin 40 uL’si 0.2ml’lik PZR tiipline aktarildi.

Adaptor baglanmasindan 6nceki son asama olan “U¢ Onarim (End repairing) ve

A-kuyruklama (A-tailing)” basamagina gegildi. Burada buz tizerinde 7.1 pL. ERAT
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tamponu, 2.9 uLL ERAT Enzim karisimi ile karigtirilip saflastirilmig ikinci zincir sentez
ornegine eklendi, karistirildi ve kisa bir santrifiij yapildi. Tablo 3-10°daki reaksiyon
kosullarinda termal dongii cihazinda reaksiyon baslatildi. Reaksiyon sonunda tiip kisa

bir santriflij ile dondiiriilerek 6rneklerin altta toplanmasi saglandi.

Tablo 3-10: U¢ Onarim ve A-kuyruklama (PolyA Tailing) Reaksiyonu Kosullar:

Sicakhik Zaman

Heated Lid/kapak 1sitma Acik
37°C 30 dk.
65°C 15 dk.
4°C 0

3.4.3.3. Adaptorlerin Baglanmasi

MGIEasy DNA Adaptoriinden (MGIEasy DNA Clean Beads Kit (MGI) 1 puL
alimip 9 pL TE tamponu ile karigtirilarak seyreltildi, karistirilip kisa santrifiij edildi.
Onceki asamadaki PZR tiipiine 5 pL seyreltilmis DNA Adaptorleri eklendi 3 kez (her
biri 3 sn) vortekslendi ve kisa siire santrifiijlendi. Adaptor ligasyon karigimi igin 23.4
pL ligasyon tamponu ve 1.6 pL. DNA Ligaz ile karistirildi. Karigim adaptorlerin oldugu
PZR tiipiine aktarildi ve Tablo 3-11’deki reaksiyon kosullarinda termal dongii cihazi
baslatildi.

Tablo 3-11: Adaptor Ligasyonu i¢in Reaksiyon Kosullari

Sicakhik Zaman

Heated Lid/kapak 1sitma Agik
23°C 30 dk.
4°C 00

Cihazdan alinan tiipler kisa bir santrifiij edildikten sonra toplam 100 uL hacim
icin 20 puL TE Buffer eklendi ve tiim hacim yeni bir 1,5 mL’lik tiipe aktarildi. Adaptor
Ligasyon tiriinlerinin yikama islemi i¢in daha 6nce anlatilan manyetik boncuklarla
yikama islemi yapildi. Burada son asamadaki manyetik boncuklardan DNA
elisyonunda 23 uLL TE Tamponu eklendi, sonraki asamalar onceki gibi gergeklestirildi
ve 21 uL siipernatant yeni bir 0.2 ml’lik PZR tiiptine aktarildi.
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3.4.3.4. ¢cDNA Kiitiiphanesinin PZR Asamasi

PZR amplifikasyonu i¢in saflastirilmis 21 puL adaptor ligasyon iiriinii, 25 puL
PZR enzim karisimi ile 4 pL PZR primer karisimimin oldugu 29 pL’lik PZR miksi ile
karistirildiktan sonra Tablo 3-12°deki kosullarda PZR amplifikasyonu gerceklestilirdi.
Cihazdan alinan tiipler kisa bir santrifiij edildikten sonra ornekler 1,5 ml’lik tiiplere
aktarildi. 50 pL PZR frinii yikama asamasi i¢in manyetik boncuklarla yikama
protokoliine alindi. Burada son asamadaki manyetik boncuklardan DNA eliisyonunda
32 uL TE Tamponu eklendi, sonraki asamalar onceki gibi gergeklestirildi ve 30 uL

slipernatant yeni bir 1,5 ml’lik tiipe aktarildu.

Tablo 3-12 : PZR Amplifikasyonu i¢in Reaksiyon Kosullar

Sicaklik Zaman Dongii Sayisi
Heated Lid/kapak 1sitma Acik

95°C 3 dk 1 dongii
95°C 30 sn

56°C 30 sn 14 dongii
72°C 1dk

72°C 5 dk 1 dongii
4°C 00

Saflagtiritlmig PZR {iriiniiniin kalite kontroliiniin yapilmasi i¢in Qubit® dsDNA
HS Test Kitinden yararlanildi. Saflagtirtlmig PZR iriinleri Agilent 2100 Bioanalyzer

cihazinda degerlendirildi.

Denatiirasyon agamast i¢in, PZR iiriin boyutuna gére 1 pmol PZR iiriinii yeni bir
0,2 mL PZR tiipiine aktarildi. Toplam hacim 48 uL olacak sekilde TE Buffer eklendi.
Denatiirasyon i¢in termal dongii cihazinin kapak 1sitmasi agilip drnekler 95°C’de 3 dk
kalacak sekilde reaksiyona birakildi. Reaksiyon sonrasi ornekler hizlica 2 dk buza

alindi, kisaca santrifiij edildi.

Tek Zincir Sirkiilarizasyon (Single Strand Circularization) reaksiyonu igin
karisim hazirlandi. Bu Karisim i¢in 11,6 pL Splint tamponu, 0,5 pL. DNA Rapid Ligaz
ile birlestirildi. 12,1 pL’lik miks denatiirasyondan ¢ikan PZR tiipiine eklendi ve Tablo
3-13’deki reaksiyon kosullarinda termal dongli cihazinda reaksiyon baslatildi.

Reaksiyon sonrasi tiipler buza alind1 ve Enzimatik Dijesyon asamasina gegildi.
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Tablo 3-13: Tek Zincir Sirkiilarizasyon i¢in Reaksiyon Kosullari

Sicakhk Zaman

Heated Lid/kapak 1sitma Acik
37°C 30 dk
4°C 00

Bu asamada Enzimatik Dijesyon karisimi 6nceki reaksiyon sirasinda hazirlandi.
Reaksiyon i¢in, 1,4 uLL Dijesyon tamponu ve 2,6 uL Dijesyon Enzimi ile karistirildi ve 4
uL’lik karisim, Tek zincir Sirkiilarizasyonun gerceklestigi PZR tiipiine eklendi.
Reaksiyon igin tiip, termal dongii cihazinda 37°C’de 30 dk bekletildi. Sonrasinda 7,5 uL
Dijesyon Stop Tamponu reaksiyonu durdurmak igin tiipe eklendi, vorteks ve kisa
santrifiij yapildiktan sonra yeni bir 1,5ml’lik tiipe aktarildu.

Enzimatik Dijesyon iriiniinin yikama asamasi igin DNA Temizleme
Boncuklarindan 170 pL alinarak yikama protokoliine baglandi. Bu agsamada 6ncekinden
farkli olarak 500 pL %80 etanol kullanildi ve son agamadaki manyetik boncuklardan
DNA eliisyonunda 22 uL TE Tamponu eklendi, sonraki asamalar oOnceki gibi
gercgeklestirildi ve 20 pL siipernatant yeni bir 1,5 ml’lik tlipe aktarildi.

3.4.4. Transkriptom Dizileme

Dizileme isleminde floresan sinyallerini arttirmak igin yuvarlanan daire
cogaltmasi (rolling circle replication-RCR) ile ssDNA ¢emberiyle DNA nanoball'lar
(DNB) tiretildi. Takip eden veri analizi ¢alismast i¢in Paternli nanoarraylere yiiklenmis
DNB'ler ve BGISEQ-500 platformunda 100 bp'lik ¢ift u¢ okumalar kullanildi. Bu
asamada, BGISEQ-500 platformu, DNA nanoball temelli nanoarrayleri ve
Kombinasyonel Prob-Capa Sentez Dizileme Yontemi kullanarak asamali dizileme

birlestirildi.

3.4.4.1. DNB (DNA Nanoball) Yapimi
Onceki asamada elde edilen kiitiiphane {iriinleri, DNB reaksiyonu icin
¢ozdiirildii, karigtirlldi ve buza alindi. 0,2 mL’lik tiiplere asagidaki Tablo 3-14

izlenerek reaksiyon karigimini hazirlandu.
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Tablo 3-14: Make DNB Reaksiyon Karisimi I

Icerik Hacim (pL)
ssDNA kiitiiphanesi \%

Low TE Tampon 20-V
Make DNB tampon 20
Toplam hacim 40

V degisken numune hacmini temsil eder. Vorteks ile nazikge karistirildi ve mini
santrifiijde 5 sn dondiiriildi. Karisimi bir termal dongii cihazina yerlestirildi ve

reaksiyon bagslatildi. PZR kosullar1 Tablo 3-15 agiklanmaktadir:

Tablo 3-15: DNB Reaksiyon Kosullar I

Sicakhk Zaman

Heated Lid/kapak 1sitma(105°C) Agik
95°C 1dk
65°C 1dk
40°C 1dk
4°C 0

Make DNB Enzyme Mix Il dolaptan c¢ikartilip buz iizerine alindi, kisa siire
santrifiij edildi. Sicaklik 4 °C'ye ulastiginda PZR tiipii makineden ¢ikarildi. Kisa siire 5
saniye santrifiijlenip buza alindi ve Make DNB reaksiyon karisimi |l hazirlandi (Tablo
3-16).

Tablo 3-16: Make DNB Reaksiyon Karisimi IT

Icerik Hacim (pL)
Make DNB Enzim Mix | 40
Make DNB Enzim Mix I 4

Tim DNB Make reaksiyon karisimi 1l, DNB Make reaksiyon I’e eklendi.
Vorteksle hafifce karistirilip, mini santrifiij yapildiktan sonra termal dongii cihazina
asagina kosullarda (Tablo 3-17) yerlestirildi. Reaksiyon 4 °C’ye soguduktan sonra, 20
uL Stop DNB Reaksiyon Tamponu eklendi. Pipetleme yapilarak karistirldi.
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Tablo 3-17: DNB Reaksiyon Kosullar: IT

Sicakhk Zaman

Heated Lid/kapak 1sitma(35°C) Acik
30°C 25 dk
4°C 00

DNB yapimi tamamlandiktan sonra, DNB'yi 6lgmek i¢in Qubit® ssDNA Test
Kiti ve Qubit® Florometre kullanildi. Dizileme i¢in, DNB konsantrasyonunun 8 ng /

uL'nin tizerinde olmasi gerektiginden az olmasi1 durumunda yeni DNB hazirlig: yapildi.

3.4.4.2. DNB’lerin Yiiklenmesi

0,5 mL mikrofijj tiiplerine 64 uL DNB Yiikleme Tamponu I, 2 uL. Make DNB
Enzim Karistimi, DNB 200 pL eklendi. DNB yiikkleme karisimi olusturmak igin
bilesenler birlestirildi ve 5-8 kez hafif¢e genis ¢apli pipetle karistirildi. Enzim Karigimi,
dNTP karisimi, DNB Yiikleme karisimi Kartustaki ilgili yerlere eklendikten sonra
Cihaz protokoliine uygun olarak baslatildi.

Bu dizileme setinde DNBseqTM teknolojisini kullanildi. Bir dizileme ¢alismasi,
bir DNA c¢apasinin hibridizasyonu ile baslar, ardindan, kombinatoryal prob ¢apa
sekanslama (cPAS) kimyasi kullanilarak DNA Nanoball'a (DNB) bir floresan prob
eklenir. Son olarak, yiiksek ¢oziiniirliklii goriintiileme sistemi floresan sinyali yakalar.
Optik sinyalin dijital olarak islenmesinden sonra dizileyici, yiiksek kaliteli ve yiiksek

dogrulukta dizileme bilgisi tiretir. DNB yapimi1 ve sekanslama asamalarina genel olarak
bakildiginda:

e DNB yapiminda DNB hazirlama kiti kullanildi.

e DNB’lerin yiiklenmesinde 6rnek tiipleri BGISEQ-500 dizileme cihazina
yerlestirildi.

e Yeni bir Flow Cell hazirland.

¢ Yeni bir reaktif kiti hazirlandi: Reaktif kartusu ¢6ziindiiriildii ve ardindan

gerekli reaktifleri yiiklenip karistirildi.

e Flow Cell yiiklendi: Flow Cell dizileyici tablasina yerlestirildi. Reaktif
kiti dizileyiciye yiiklendi. Dizileme bilgilerini girmek ve calismay1
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baglatmak i¢in talimatlari izlendi. Kontrol yazilimi arayiiziinden dizileme

calismasi takip edildi.

Temel olarak dizileme isleminin asamalar1 (tek bir fragment {izerinden

konusuldugunda) asagidaki siradadir:

1. Primer baglanmasi; Fragmentlere hedef bdlgelerin se¢imi sirasinda eklenen

dizilere komplemeter primerlerin baglanmasi
2. Sekanslama soliisyonunun flow cell’e yliklenmesi
3. Primerden sonraki birinci bazin baglanmasi
4. Ortamdaki baglanmayan bazlarin uzaklastirilmasi

5. Flow cell’in fotografinin ¢ekilmesi; her baz farkli renk floresan igima
gerceklestirmektedir. Bu nedenle her baglanan bazin arkasindan flow cell’in fotografi

cekilerek baglanan baz saptanmaktadir.

Dizilemede Okuma Uzunlugu: Dizileme g¢alismasinda, dizileme dongiilerinin sayisi
okuma uzunlugunun siralanmasina baghdir. Ornegin, bir PE100 (Pair-End 100) dongii
calismasi, toplam 200 déngii icin 100 dongii (2 x 100) okuma gergeklestirir. Insert
dizileme c¢aligmasinin sonunda, gerekirse fazladan 10 dongii indeks okuma

gerceklestirilebilir.

3.5. Biyoinformatik Analizler

3.5.1. Kalite Kontrol

Sekanslama isleminin ardindan elde edilen veriler, kalite kontrol siirecine alinir.
Okuma verilerindeki kontaminasyonlar, adaptor dizileri, belli bazin altindaki diziler (30
baz), diisiik kaliteli okumalar filtrelenir. Filtreleme sonrasi elde edilen okumalarin kalite
kontrolii SeqKit [96] yazilimi ile yapilmistir. Sonrasinda yapilan tim analizler bu

yiiksek kaliteli veriye dayanmaktadir.

3.5.2. Hizalama islemi

Filtreleme isleminin ardindan elde edilen temiz okumalar, homo sapiens
genomunun en giincel versiyonuna (Ensemble 101) Hisat2 [97] yazilimi ile hizalandi.
Hizalama islemi ardindan elde edilen dosyalar samtools [98] v1.11 ile siraland1 ve IGV

[99] tizerinde goriintiilemek i¢in uygun formata getirildi.
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3.5.3. Transkript Tammlama AKis1

Elde edilen hizalanmis veriler, Stringtie [100] v2.1.4 siiriimiiyle dncelikle sayim

verisi alindi. Bu veriler lizerinden de diferansiyel ekspresyon analizine gegilmistir.

3.5.4. Ekspresyon seviyesi tayini

Diferansiyel ekspresyon analizi Ballgown [101] 2.22.0 versiyonuyla yapilmistir.
Doku ve kan gruplarma ait 3 farkli gruplama tercih edilmis ve analizler belirlenen

gruplamalara gore ylriitiilerek ¢iktilar elde edilmistir.

3.5.5. Annotasyon ve Filtreleme

Ekspresyon degerlerini igeren tablolar, Fold Change degeri esik deger olarak + 2
kabul edilerek filtrelenmistir. P degeri < 0.05 ise ekspresyon degeri onemli olan
genlerin segilmesinde filtre olarak kullanilmistir. Ayrica LncRNADisease 2.0 [102]
veritaban1 verilerine gore annote edilmis ve olasi hastaliklarla iligkileri bilgi olarak

tablolara eklenmistir.

3.5.6. Gen Ontoloji (GO) ve Yolak Analizi (KEGG)

Filtreleme sonrasi elde edilen genler, Gene Ontology (GO) ve Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) yolak analizleri ShinyGO [103] v0.61 ile
yapilmistir.

3.5.7. LncRNA Analizi

En bastaki tiim fastq dosyalari, dncelikle “.fasta” formatina ¢evrilmis, ardindan
blast ile RNACentral [104] adresinden elde edilen insan miRNA ve piRNA bolgelerine
hizalanmistir. Hizalama sonucunda en fazla eslesme gosteren miRNA ve piRNA’lar
ayri tablolarda listelenmistir. Bu tablolar yine LncRNADisease 2.0 [102] veritabani ile

annote edilmistir.

3.5.8. Fiizyon Gen Analizi
Hizalama sonrasi transkriptler, insan veya diger omurgalilardan alinan g¢ift uglu
RNA dizileme verilerinde somatik fiizyon genlerini bulmaya yonelik bir yazilim araci

olan FusionCatcher [105] ile analiz edilmistir.
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4. BULGULAR

Yapilan ¢alismada incelenen aile bireylerinin, kurumumuzda yapilan BRCAL/2
gen analizinde BRCAL mutasyon tasiyicist oldugu ve mutasyonlarinin BRCA1 geninin
20. Ekzonunda bulunan heterozigot formasyonda ¢.5266dupC (p.GIn1756Profs*74);
rs397507247 mutasyonu oldugu belirlenmistir. incelenen bireylere ait klinik bilgiler
Tablo 4-1’de yer almaktadir.

Calismada ekspresyon diizeyleri incelenen bireyler arasinda farkliliklarin
belirlenmesi amaciyla hasta ve saglikli kardesler farkli gruplar halinde birbirleri ile
karsilagtirilmistir. Bu karsilastirma gruplart toplam 3 farkli grup olmak iizere asagidaki

sekilde olusturulmustur;

1.Grup-Over kanseri monozigotik ikizin tiimor dokusu ile diger kardeslerin

saglikli over dokularinin karsilastirildigi grup,

2.Grup- Over kanseri monozigotik ikizin periferik kan 6rnegi ile diger saglikli

kardeslerin kan 6rneklerinin karsilastirildig: grup,

3.Grup-

Over

kanseri

karsilastirildig grup

Tablo 4-1: Vakalara ait Klinik Bilgiler

monozigotik

ikizin timor dokusu

ile kanimin

Vakalara ait Klinik Bilgiler

Saghikl ikiz (BR1447,

Diger Saglikli Kardes

kitle

Klinik Bilgi Hasta ikiz (BR987, BR1432D) BR1447D) (BR3219, BR2032D)
Ornek alinan yas 40 43 42
Srnek ad PK + PK + PK +
Over Tumor dokusu Saglikli Over Dokusu Saglikli Over Dokusu
Over ca (Serdz Adenokarsinom,
Tani az diferansiye,tm capi 1cm) Saglikh Saglikh
+karsinom met(tm ¢api 2 cm)
Tani yasi 40 - -
BRCAL + BRCA1 + BRCA1 +
BRCA durumu BRCA1; Ex20; c.5266dupC BRCA1; Ex20; c.5266dupC BRCA1; Ex20; c.5266dupC
(p.GIn1756Profs*74); (p.GIn1756Profs*74); (p.GIn1756Profs*74);
rs397507247 rs397507247 rs397507247
Etnik koken Balkan Balkan Balkan
Alkol kullanimi - - -
Sigara kullanimi 10 yil 10 yil 10 yil
Memede kitle - Fibroadenom Fibrograndiler patern
Yumurtalikta 39y kist i Lutein kistleri ve paratubal

kist
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Menars yasi 14 14 13
Menopoz Post menapoz premenapoz premenapoz
T o
. Histerektomi (TAH)+ Profllaktlk maﬁtektoml Profilaktik mastektomi+
AIEIED Ooferektomi (BSO) RISEE el (Ul salphingo ooferoktomi (BSO)
Ooferektomi (BSO) phing
Hormon ) 5a )
kullanimi y
Tamoksifen/ i : :
Nolvadex
Radyasyon i i i
maruziyeti
Hamilelik 3 kez: 2 canl, 1 6lu(4-6 ay) 2 kez: canl dogum 2 kez: canh dogum
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4.1. Verilerin On Islem Sonrasi Kalite Sonuclari

Calismada incelenen 6rneklerin total RNA izolasyonu sonrasinda Agilent 2100

Bioanalyzer cihazinda “Agilent RNA 6000 Nano Kit” protokolii uygulanarak yapilan

RNA konsantrasyonu, RIN degeri, 28S/18S olgtimleri Tablo 4-2°de gosterilmistir.

Tablo 4-2: Total RNA kalite 6l¢iim sonuclar:

Ornek Adi Test kiti Konsantrasyon(ng/uL) | RIN/RQN | 285/18S
BR1432D ll\gilent RNA6000 nano Reagents Part 146 24 NA
BR1447D ?gilent RNA6000 nano Reagents Part 35 150 NA
BR2032D ?gilent RNA6000 nano Reagents Part 27 17 NA
BROS7 ?gilent RNA6000 nano Reagents Part 356 3 19
BR1447 ll\gilent RNA6000 nano Reagents Part 45 9,10 1,80
BR3219 i\gilent RNA6000 nano Reagents Part 590 83 11

Arastirilan 6 farkli RNA 6rneginin (3 doku, 3 periferik kan 6rnegi) RNA-Seq

calismas1 sonucunda, her bir 6rnek ig¢in ortalama 10.7 Gb veri elde edildi. Ortalama

genoma hizalanma orani %98 olarak tespit edildi.

Sekanslama isleminin ardindan elde edilen veriler, kalite kontrol siirecine alindi.

Okuma verilerindeki kontaminasyonlar, adaptor dizileri, belli bazin altindaki diziler (30

baz) ve disiik kaliteli okumalar filtrelenmistir. Elde edilen temiz okuma verilerinin

detay1 Tablo 4-3’de bulunmaktadir.




Tablo 4-3: Filtreleme Sonug tablosu
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Temiz Baz Fragment

(MB) Uzunlugu (bp) Q20(%) Q30(%) GC(%)
BR1447A 48,988266  4898,8266 100 97,450 90,12 40,11
BR3219A 51,435302  5143,5302 100 97,540 90,41 40,21
BR987-1A 51,457928  5145,7928 100 97,555 90,47 40,41
BR1432-D-1A 56,387374 5638,7374 100 97,685 91,36 42,25
BR1447-D-1A 51,343550 5134,3550 100 97,815 91,32 41,44
BR2032-D-1A 41,011982 4101,1980 100 97,085 90,28 41,68

Temiz Okuma (M{): Filtreleme sonrasi fragment miktar:, Birim: Milyon fragment
Temiz Baz (Gb): Filtreleme sonrasi baz miktar:, Birim: Milyon Baz

4.2. Genom Hizalama

Filtreleme ve hizalama islemlerinin ardindan elde edilen hizalama sonuglar1 Tablo
4-4 ve Sekil 4-1°de yer almaktadir.

Tablo 4-4: Genom hizalama sonuglari

Haritalanan 89,95 90,34 90,06 58,13 45,9 50,64
Eslesen 89,16 89,56 89,31 53,54 4349 4811
Hizalama Kalite Degerleri

100

o o o o o o o

BR1447A BR3219A

BRY987-1A

90
8
7
(]
5
4
3
2
10
0

BR1432-D-1A  BRI1447-D-1A  BR2032-D-1A

M Haritalanan M Eslesen

Sekil 4-1: Hizalama sonucu kalite degerleri
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Incelenen 6rneklere ait veri Kalitesi kiyaslamalar1 Sekil 4-2°de gosterilmistir.

Burada “rho” degeri dagilimdaki korelasyon ile kaliteyi ifade eder. Rho degerinin 1 e

yakin olmasi beklenir.

1 2 3 4 5

10 20 30 40

Sekil 4-2: Ornekler arasi1 korelasyon
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Diferansiyel ekspresyon dagilimi ile en fazla degisim gosteren transkriptlerin

gosterildigi maplot ve volcano grafikleri Sekil 4-3’te gosterilmistir.

Sekil 4-3
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: Diferansiyel Ekspresyon Dagilimi Maplot (sol) ve Volcano (sag) Grafikleri
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4.3. Ekspresyon Analizi Sonuglar:

Yapilan analizde tiim filtreleme asamalarinin ardindan diferansiyel ekspresyon
analizleri yapilmis ve 3 grupta Karsilastirmalar log2fc>2’ye gore gerceklestirilmistir.
Birinci grupta over tiimor dokusu, diger saglikli 2 over dokusu ile karsilastirilmis ve
log2fc>2 filtrelemesine gore 4530 genin ekspresyonunun anlamli seviyede degistigi
belirlenmistir. Bu veri setinde, bilinen timor markerlar: olan CA125/MUC16 ve CA15-
3/IMUC1 baz alinarak filtreleme log2fc>4 olarak yeniden degerlendirilmis ve
ekspresyonu yiiksek 101 kodlayan gen ve 23 InCRNA,; ekspresyonu diisiik olarak da 245
kodlayan gen ve 42 IncRNA tespit edilmistir.

Ikinci grupta hastaya ait periferik kan &rnegi, diger saglikli 2 kan &rnegi ile
karsilastirilmis ve 110 genin ekspresyonunun anlamli seviyede degistigi belirlenmistir.
Hastanin kaninda 39 kodlayan genin, 9 IncRNA’nin ekspresyonunun arttigi; 29

kodlayan genin ve 9 InNCRNA’nin ekspresyonunun azaldig: tespit edilmistir.

Uciincii grupta hastanin tiimér dokusu kendi periferik kani ile karsilastirilmis ve
9174 genin ekspresyonunun anlamli 6l¢iide degistigi belirlenmistir. Bu data setinde de
yine CA125/MUC16 ve CA15-3/MUCL baz alinarak filtreleme log2fc>7 olarak
yeniden yapilmis ve 82 kodlayan genin ve 27 IncRNA’nin ekspresyonunun arttigi; 93
kodlayan genin ve 23 IncRNA ekspresyonunun azaldig: tespit edilmistir. Bu 3 grupta

ekspresyonu ortak olarak degisen 9 miRNA bulunmustur.

Hastanin over tiimor dokusunun, saglikli ikizine ait over dokusu ve diger saglikli
kardesin over dokusu ile karsilastirilmas: sonucunda, tiimorde ekspresyonu artan 101
protein kodlayan genin ekspresyon durumu ve bunlarin degisim kat sayilari (|log2Fc|>4)
Tablo 4-5’te verilmistir. Karsilastirilan doku orneklerinde ekspresyon diizeyindeki
artigin 4 ile 9 kat arasinda degistigi gézlenmistir (Tablo 4-5).

Tablo 4-5: Saghkh dokulara kiyasla over tiimér dokusunda ekspresyonu artan protein
kodlayan genler (Grup 1)

Ensembl ID Gen Adi Ekspresyon durumu

1 ENSG00000200959  SNORAT74A 8,760407677 Tiimorde ekspresyonu artmig
2 ENSG00000210156  MT-TK 7,974986311 Tiimorde ekspresyonu artmas
3 ENSG00000210100  MT-TI 7,750782119 Tiimorde ekspresyonu artmis
4 ENSG00000181143  MUCI16/CA125 7,590927463 Tiimérde ekspresyonu artmig
5  ENSG00000210107 MT-TQ 7,415084231 Tiimorde ekspresyonu artmig
6  ENSG00000225091  SNORA71A 7,323441939 Tiimérde ekspresyonu artmig
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11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51

ENSG00000101443
ENSG00000206634
ENSG00000157765
ENSG00000210154
ENSG00000210077
ENSG00000147676
ENSG00000201998
ENSG00000200394
ENSG00000185499
ENSG00000124107
ENSG00000200354
ENSG00000143632
ENSG00000212440
ENSG00000168077
ENSG00000199785
ENSG00000252699
ENSG00000252947
ENSG00000209082
ENSG00000210112
ENSG00000238917
ENSG00000113946
ENSG00000125356
ENSG00000187720
ENSG00000201643
ENSG00000126267
ENSG00000102699
ENSG00000221102
ENSG00000169035
ENSG00000184292
ENSG00000236253
ENSG00000132698
ENSG00000251733
ENSG00000207475
ENSG00000104879
ENSG00000102554
ENSG00000110092
ENSG00000100418
ENSG00000143320
ENSG00000117862
ENSG00000129451
ENSG00000210164
ENSG00000111245
ENSG00000101856
ENSG00000272398
ENSG00000128567

WFDC2/HE4
SNORAZ22
SLC34A2
MT-TD
MT-TV
MAL2
SNORAZ23
SNORA38B
MUC1/CA153
SLPI
SNORA71D
ACTAl
SNORAT5
SCARA3
SNORA52
SNORA21B
SCARNA1
MT-TL1
MT-TM
SNORD10
CLDN16
NDUFA1
THSD4
SNORA14A
COX6B1
PARP4
SNORA11B
KLK7
TACSTD2
SLC25A3P1
RAB25
SCARNAS
SNORABSOE
CKM

KLF5
CCND1
DESI1
CRABP2
TXNDC12
KLK10
MT-TG
MYL2
PGRMC1
CD24
PODXL

6,801443183
6,369854461
6,358590645
6,226146506
6,062448132
5,961401796
5,892733205
5,884445292
5,856746432
5,834071224
5,664049242
5,612594628
5,514195971
5,438079405
5,429344175
5,358650876
5,353405012
5,303380059
5,285521312
5,20127851
5,173129033
5,171928235
5,11891356
5,075248522
5,06392775
5,044935029
5,040180943
5,025135176
4,990466439
4,977681222
4,958343444
4,902878265
4,818144992
4,790406992
4,7868153
4,785234026
4,775198808
4,762976044
4,739687881
4,71354034
4,666840488
4,64318264
4,634404047
4,617067646
4,603941218

Timorde ekspresyonu artmis
Tiimorde ekspresyonu artmis
Tiimdrde ekspresyonu artmis
Tiimorde ekspresyonu artmig
Tiimorde ekspresyonu artmis
Tiimorde ekspresyonu artmis
Tiimdrde ekspresyonu artmis
Tiimorde ekspresyonu artmis
Tiimorde ekspresyonu artmis
Tiimorde ekspresyonu artmis
Timorde ekspresyonu artmis
Tiimorde ekspresyonu artmis
Timorde ekspresyonu artmig
Tiimorde ekspresyonu artmis
Timorde ekspresyonu artmig
Tiimorde ekspresyonu artmis
Tiimdrde ekspresyonu artmis
Tiimorde ekspresyonu artmis
Tiimdrde ekspresyonu artmis
Tiimorde ekspresyonu artmis
Tiimdrde ekspresyonu artmis
Tiimorde ekspresyonu artmis
Tiimdrde ekspresyonu artmis
Tiimorde ekspresyonu artmis
Tiimdrde ekspresyonu artmis
Tiimorde ekspresyonu artmis
Tiimdrde ekspresyonu artmis
Tlimorde ekspresyonu artmis
Tiimdrde ekspresyonu artmis
Tlimorde ekspresyonu artmis
Tumorde ekspresyonu artmis
Tiimorde ekspresyonu artmis
Tiimdrde ekspresyonu artmis
Tiimorde ekspresyonu artmis
Timorde ekspresyonu artmis
Tiimorde ekspresyonu artmis
Tiimorde ekspresyonu artmis
Timorde ekspresyonu artmis
Tiimorde ekspresyonu artmis
Tiimorde ekspresyonu artmis
Tiimorde ekspresyonu artmis
Tiimorde ekspresyonu artmis
Tiimorde ekspresyonu artmis
Tiimorde ekspresyonu artmis

Tiimdrde ekspresyonu artmis
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70
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77
78
79
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83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96

ENSG00000164287
ENSG00000215367
ENSG00000263961
ENSG00000169715
ENSG00000111775
ENSG00000198258
ENSG00000164736
ENSG00000198467
ENSG00000107796
ENSG00000252481
ENSG00000135373
ENSG00000176340
ENSG00000169218
ENSG00000205835
ENSG00000239264
ENSG00000112167
ENSG00000212443
ENSG00000111319
ENSG00000169245
ENSG00000210174
ENSG00000150551
ENSG00000110195
ENSG00000243667
ENSG00000252712
ENSGO00000130045
ENSG00000112667
ENSG00000159713
ENSG00000125618
ENSG00000149131
ENSG00000200792
ENSG00000120885
ENSG00000113361
ENSG00000188659
ENSG00000142655
ENSGO00000148346
ENSG00000186265
ENSGO00000047457
ENSG00000168530
ENSG00000116039
ENSG00000101773
ENSG00000198125
ENSG00000196083
ENSGO00000117394
ENSG00000207523
ENSG00000120093

CDC20B
TMED11P
RHEX
MT1E
COX6A1
UBL5
SOX17
TPM2
ACTA2
SCARNAI13
EHF
COX8A
RSPO1
GMNC
TXNDC5
SAYSD1
SNORAS53
SCNNIA
CXCL10
MT-TR
LYPD1
FOLR1
WDR92
SCARNA14
NXNL2
DNPH1
TPPP3
PAX38
SERPING1
SNORAS8OA
CLU
CDH6
SAXO2
PEX14
LCN2
BTLA

CP

MYL1
ATP6V1B1
RBBP8
MB
ILIRAP
SLC2A1
SNORAG6
HOXB3

4,570995674
4,564750136
4,564192414
4,561680809
4,552411538
4,47591977

4,466773013
4,453246638
4,446752544
4,434983237
4,375812767
4,369872433
4,36295059

4,362652244
4,338839335
4,328350363
4,320382123
4,30659583

4,287744806
4,276787675
4,276445597
4,251889025
4,25030941

4,248694143
4,237754076
4,211817759
4,190552916
4,18817053

4,185756493
4,163612173
4,160346706
4,156895356
4,148432083
4,120285992
4,10771674

4,106419888
4,10289664

4,101665556
4,091247123
4,06796743

4,061970648
4,05091532

4,048283121
4,044928268
4,040515976

Tiimorde ekspresyonu artmis
Tiimorde ekspresyonu artmis
Tiimorde ekspresyonu artmis
Tiimorde ekspresyonu artmis
Timorde ekspresyonu artmis
Tiimorde ekspresyonu artmis
Tiimorde ekspresyonu artmis
Tiimorde ekspresyonu artmis
Tiimdrde ekspresyonu artmis
Tiimorde ekspresyonu artmis
Tiimdrde ekspresyonu artmis
Tiimorde ekspresyonu artmis
Timorde ekspresyonu artmis
Tiimo6rde ekspresyonu artmis
Tiimdrde ekspresyonu artmis
Tiimorde ekspresyonu artmis
Tiimdrde ekspresyonu artmis
Tiimorde ekspresyonu artmig
Tiimdrde ekspresyonu artmis
Tiimorde ekspresyonu artmig
Tiimdrde ekspresyonu artmis
Tiimorde ekspresyonu artmis
Tiimdrde ekspresyonu artmis
Tiimorde ekspresyonu artmis
Tiimdrde ekspresyonu artmis
Tiimorde ekspresyonu artmis
Tiimdrde ekspresyonu artmis
Tiimorde ekspresyonu artmis
Tiimdrde ekspresyonu artmis
Tiimorde ekspresyonu artmis
Tiimdrde ekspresyonu artmis
Tiimorde ekspresyonu artmis
Tiimdrde ekspresyonu artmis
Tiimorde ekspresyonu artmis
Tiimdrde ekspresyonu artmis
Tiimorde ekspresyonu artmis
Tiimorde ekspresyonu artmis
Tiimorde ekspresyonu artmis
Tiimorde ekspresyonu artmis
Tiimorde ekspresyonu artmis
Tiimorde ekspresyonu artmis
Tiimorde ekspresyonu artmis
Tiimorde ekspresyonu artmis
Tiimorde ekspresyonu artmis
Tiimorde ekspresyonu artmis

44
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97 ENSG00000116649  SRM 4,0373385 Tiimérde ekspresyonu artmis
98  ENSG00000206199  ANKUB1 4,023523016 Tiimorde ekspresyonu artmig
99  ENSG00000205707  ETFRF1 4,014360317 Tiimérde ekspresyonu artmis
100 ENSG00000125877  ITPA 4,007021963 Timorde ekspresyonu artmis
101 ENSG00000147889  CDKN2A 4,000237684 Tiimorde ekspresyonu artmis

Hastanin over timor dokusunun, saglikli ikizine ait over dokusu ve diger saglikli
kardesin over dokusu ile karsilastirilmasi sonucunda, tiimoérde ekspresyonu artan 23
uzun kodlanmayan RNA (IncRNA) transkripleri, degisim katsayilar1 (Jlog2Fc|>4) ve bu
INcRNA’larin “IncRNA veri tabanina” [102] gore tespit edilen hastaliklarla iligki
durumu Tablo 4-6’da gosterilmistir. Karsilastirilan doku Orneklerinde ekspresyon
diizeyindeki artisin 4 ile 9 kat arasinda degistigi gézlenmistir (Tablo 4-6).

Tablo 4-6: Saghklh dokulara kiyasla over tiimor dokusunda ekspresyonu artan
LncRNA'lar (Grup 1) (*Novel transkript)

log2fc | Ekspresyon Gen
degeri  Durumu Tipi

Hastalk iliskisi

Akciger Ca, Mide Ca, Servikal Ca,
1 ENS ey RMRP 8,812 Artmis Bilinen Lenfoma, Malign Glioma, Tiroid
0269900
CA, Mesane Ca

Servikal Ca, Lenfoma, Malign
o ENSGO000 AL3SS075. 5165 Artmis  Bilinen Glioma, NSCLC, Mide Ca, Tiroid

0259001 4 CA, Mesane Ca
3 52385(;?300 CERNA2 5,412 Artmis Bilinen Meme Ca, Over Ca
4 5;2(53;)300 ,16\C009283. 5,242 Artmis Bilinen I';A:;?;fogjﬁ Sglrerc ga, Kolorektal Ca,
5 ENSGOO0 ACO204 ¢icc  anmi Gilinen Gliom NSCLC, Mide G, Tirod

0234459 2 CA, Mesane Ca

Servikal Ca, Lenfoma, Malign

g ENSGO000  ors 11 4063 Artmis  Bilinen Glioma, NSCLC, Mide Ca, Tiroid
0224707
Ca, Mesane Ca
Meme Ca, Over Ca, Servikal Ca,
7 ENSGO0000 AC010931. Artmis Bilinen Lenfoma, Malign Glioma, NSCLC,
0261543 2 4,887 Mide Ca, Tiroid Ca, Mesane Ca

Meme Ca, Over Ca, Prostat Ca,

ENSGO0000 AC090912 Osteosarkom, Kolorektal Ca,

8 0265943 1 4,860 Artmig Bilinen Hepatoselliiler Ca, Akciger Ca,
Lenfoma

ENSGO0000 . Birgok kanser, kalp hastaliklari,

9 0130600 i) il i e diyabet, depresyon, Huntington

Servikal Ca, Lenfoma, Malign
10 ENSG0000 ~ AL161431. 4,641 Artmis Bilinen Glioma, NSCLC, Mide Ca, Tiroid

0275216 1 Ca, Mesane Ca
ENSG0000 AL135841

11 0287986 1% 4,561 Artmis Novel
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Servikal Ca, Lenfoma, Malign
12 ENSG0000 ~ AC026471. 4,523 Artmig Bilinen Glioma, NSCLC, Mide Ca, Tiroid

0261474 4 Ca, Mesane Ca
Servikal Ca, Lenfoma, Malign
13 SNSELO AR, 4,488 Artmis Bilinen Glioma, NSCLC, Mide Ca, Tiroid
0269888 1
Ca, Mesane Ca
Alzheimer Hastaligi, Meme Ca,
ENSGO0000 AC108861. - Over Ca, Servikal Ca, Kolorektal
14 0278408 1 4,485 Artmis Bilinen Ca, Hepatoselluler Ca, Huntington
Hastalig1 ve kanserler
Servikal Ca, Lenfoma, Malign
15 ENSEIED e, 4,412 Artmig Bilinen Glioma, NSCLC, Mide Ca, Tiroid
0212461 1
Ca, Mesane Ca
Servikal Ca, Lenfoma, Malign
16 ENSG0000 ~ AC002550. 4,371 Artmig Bilinen Glioma, NSCLC, Mide Ca, Tiroid
0276571 2
Ca, Mesane Ca
ENSGO0000 AC124319

17 0262079 1% - 4,258 Artmug Novel

Servikal Ca, Lenfoma, Malign
18 ENSGO000  AL008729. 4,214 Artmis Bilinen Glioma, NSCLC, Mide Ca, Tiroid

0272379 2 Ca, Mesane Ca
Meme Ca, Over Ca, Servikal Ca,

ENSGO0000 ACO009365 Lenfoma, Malign Glioma, NSCLC,

1B 0297 3 Az At Bilinen o o2 Tiroid Ca, Mesane Ca,
Alzheimer, Huntington
Meme Ca, Over Ca, Servikal Ca,
ENSG0000 AC004888. - Lenfoma, Malign Glioma, NSCLC,
20 0231205 1 4,208 Artmig - Bilinen i o2 "Tiroid Ca, Mesane Ca,

Alzheimer, Huntington

Servikal Ca, Lenfoma, Malign
21 ENSCIIY Alsstiels 4,149 Artmis Bilinen Glioma, NSCLC, Mide Ca, Tiroid

0229065 2 Ca, Mesane Ca

Servikal Ca, Lenfoma, Malign
2o ENSGO000 ACO10486. 4135 Armig  Bilinen Glioma, NSCLC, Mide Ca, Tiroid

0249842 3 Ca, Mesane Ca

Servikal Ca, Lenfoma, Malign
23 EINSER00)  ACIETE, 4,017 Artmus Bilinen Glioma, NSCLC, Mide Ca, Tiroid

0261220 1 Ca, Mesane Ca

Hastanin over tiimdr dokusunun, saglikli ikizine ait over dokusu ve diger saglikli
kardesin over dokusu ile karsilastirilmasi sonucunda, tiimorde ekspresyonu azalan 245
protein kodlayan genin ekspresyon durumu ve bunlarin degisim kat sayilar1 (|log2Fc|>4)
Tablo 4-7’te verilmistir. Karsilastirilan doku orneklerinde ekspresyon diizeyindeki
azalisin 4 ile 8 kat arasinda degistigi gozlenmistir (Tablo 4-7).

Tablo 4-7:Saghkh dokulara kiyasla over tiimor dokusunda ekspresyonu azalan protein
kodlayan genler (Grup 1)

Degeri2
1 ENSGO00000199405 SNORA1B  -8,432218 | 124 ENSG00000106617 PRKAG2 -4,689579
2 ENSG00000201157 SNORAG62  -6,114611 | 125 ENSGO00000138639 ARHGAP24 -4,688239
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ENSG00000114784
ENSG00000074706
ENSG00000120910
ENSG00000108924
ENSG00000170899
ENSG00000123560
ENSG00000197324
ENSG00000162747
ENSG00000121851
ENSG00000267221
ENSG00000146070
ENSG00000151376
ENSG00000121964
ENSG00000285218
ENSG00000182983
ENSG00000175745
ENSG00000141012
ENSG00000132170
ENSG00000164124
ENSG00000107242
ENSG00000047056
ENSG00000144802
ENSG00000169255
ENSG00000253873
ENSG00000132950
ENSG00000158578
ENSG00000159147
ENSG00000184056
ENSG00000171444
ENSG00000115468
ENSG00000244734
ENSG00000160818
ENSG00000197442
ENSG00000170962
ENSG00000163463
ENSG00000173535
ENSG00000087903

ENSG00000270106
ENSG00000180660
ENSG00000163220
ENSG00000118777
ENSG00000163563

ENSG00000259040
ENSG00000186675

EIF1B
IPCEF1
PPP3CC
HLF
GSTA4
PLP1
LRP10
FCGR3B
POLR3GL
C170rf113
PLA2G7
ME3
GTDC1
AC026316.4
ZNF662
NR2F1
GALNS
PPARG
TMEM144
PIPSK1B
WDR37
NFKBIZ
B3GALNT1
PCDHGA11
ZMYM5
ALAS2
DONSON
VPS33B
MCC
EFHD1
HBB
GPATCH4
MAP3K5
PDGFD
KRTCAP2
TNFRSF10C

RFX2
TSNAX-
DISC1

MAB21L1
S100A9
ABCG2

MNDA
BLOC1S5-
TXNDC5

MAGEE2

-1,7122082
-7,541228
-7,491845
-7,484205
-7,064036
-6,851143
-6,847661
-6,815018
-6,463776
-6,444398
-6,435348
-6,368064
-6,354769
-6,330013
-6,312922
-6,279865
-6,279814
-6,239399
-6,235567
-6,234575
-6,192532
-5,967326
-5,967251
-5,960662
-5,929834
-5,907348
-5,886895
-5,863281
-5,811071
-5,779688
-5,736246
-5,723408
-5,696299
-5,652544
-5,642856
-5,624979
-5,597059

-5,569112
-5,527692
-5,523462
-5,51124

-5,484337

-5,477088

-5,446114

126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154
155
156
157
158
159
160
161
162

163
164
165
166
167

168
169

ENSG00000115590
ENSG00000008324
ENSG00000197712
ENSG00000169184
ENSG00000137726
ENSG00000140400
ENSG00000169855
ENSG00000164828
ENSG00000011465
ENSG00000157502
ENSG00000104375
ENSG00000176788
ENSG00000117707
ENSG00000178573
ENSG00000104321
ENSG00000159388
ENSG00000091844
ENSG00000131018
ENSG00000121671
ENSG00000117643
ENSG00000162341
ENSG00000108587
ENSG00000112208
ENSG00000144218
ENSG00000143353
ENSG00000204316
ENSG00000135063
ENSG00000128272
ENSG00000172243
ENSG00000147408
ENSG00000034693
ENSG00000064042
ENSG00000185551
ENSG00000087095
ENSG00000128191
ENSG00000164125
ENSG00000034152

ENSG00000082074
ENSG00000139679
ENSG00000188295
ENSG00000130653
ENSG00000165914

ENSG00000094631
ENSG00000140403

IL1IR2
SS18L2
FAM114A1
MN1
FXYD6
MAN2C1
ROBO1
SUN1
DCN
PWWP3B
STK3
BASP1
PROX1
MAF
TRPA1
BTG2
RGS17
SYNE1
CRY?2
MAN1C1
TPCN2
GOSR1
BAG2
AFF3
LYPLAL1
MRPL38
FAM189A2
ATF4
CLEC7A
CSGALNACT1
PEX3
LIMCH1
NR2F2
NLK
DGCRS8
GASK1B
MAP2K3

FYB1
LPARG
ZNF669
PNPLA7
TTC7B

HDACG6

DNAJA4
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-4,68109

-4,671979
-4,666994
-4,651481
-4,640858
-4,640511
-4,627811
-4,602001
-4,589892
-4,587207
-4,581345
-4,58068

-4,579629
-4,57677

-4,567785
-4,566184
-4,551466
-4,551441
-4,549993
-4,535774
-4,534417
-4,52724

-4,515317
-4,508622
-4,506512
-4,504569
-4,501759
-4,493971
-4,492574
-4,491955
-4,482778
-4,482228
-4,480065
-4,457813
-4,44757

-4,446635
-4,443472

-4,432453
-4,427007
-4,422358
-4,420667
-4,416398

-4,382003

-4,374411




47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86

87

88
89
90
91

ENSG00000133574
ENSG00000128829
ENSG00000079385
ENSG00000185883
ENSG00000143546
ENSG00000175482
ENSG00000175727
ENSG00000076555
ENSG00000159461
ENSG00000143384
ENSG00000153246
ENSG00000174807
ENSG00000154553
ENSG00000196778
ENSG00000106479
ENSG00000136574
ENSG00000112303
ENSG00000118762
ENSG00000173376
ENSG00000126214
ENSG00000174348
ENSG00000135218
ENSG00000143416
ENSG00000129562
ENSG00000170345
ENSG00000111077
ENSG00000134444
ENSG00000197381
ENSG00000198498
ENSG00000161904
ENSG00000164330
ENSG00000109906
ENSG00000180871
ENSG00000125843
ENSG00000164442
ENSG00000254832
ENSG00000127526
ENSG00000136546
ENSG00000170949
ENSG00000130726

ENSG00000124208

ENSG00000078747
ENSG00000110876
ENSG00000008441
ENSG00000082438

GIMAP4
EIF2AK4
CEACAM1
ATP6VOC
S100A8
POLD4
MLXIP
ACACB
AMFR
MCL1
PLA2R1
CD248
PDLIM3
OR52K1
ZNF862
GATA4
VNN2
PKD2
NDNF
KLC1
PODN
CD36
SELENBP1
DAD1
FOS
TNS2
RELCH
ADARB1
TMA16
LEMD2
EBF1
ZBTB16
CXCR2
AP5S1
CITED2
OR4A40P
SLC35E1
SCN7A
ZNF160

TRIM28
TMEM189-
UBE2V1

ITCH
SELPLG
NFIX
COBLL1

-5,435431
-5,398293
-5,38292
-5,379803
-5,36254
-5,358059
-5,351253
-5,344095
-5,338271
-5,33477
-5,330029
-5,318267
-5,312803
-5,309559
-5,297804
-5,257295
-5,221729
-5,201217
-5,192481
-5,1879
-5,157497
-5,146271
-5,145226
-5,126735
-5,125446
-5,109726
-5,080821
-5,075272
-5,072268
-5,070275
-5,062289
-5,059302
-5,044025
-5,041331
-5,019122
-5,009696
-5,007869
-4,999764
-4,991355
-4,988869

-4,988482

-4,984006
-4,971345
-4,966231
-4,954556

170
171
172
173
174
175
176
177
178
179
180
181
182
183
184
185
186
187
188
189
190
191
192
193
194
195
196
197
198
199
200
201
202
203
204
205
206
207
208
209

210

211
212
213
214

ENSG00000112541
ENSG00000003436
ENSG00000166265
ENSG00000116741
ENSG00000172403
ENSG00000044459
ENSG00000197405
ENSG00000011295
ENSG00000120820
ENSG00000142875
ENSG00000095794
ENSG00000163606
ENSG00000213563
ENSG00000267710
ENSG00000167562
ENSG00000214534
ENSG00000142515
ENSG00000172578
ENSG00000150403
ENSG00000171051
ENSG00000134853
ENSG00000124440
ENSG00000164691
ENSG00000108590
ENSG00000273841
ENSG00000225830
ENSG00000188404
ENSG00000126088
ENSG00000048740
ENSG00000140092
ENSG00000260230
ENSG00000154263
ENSG00000128045
ENSG00000163464
ENSG00000065413
ENSG00000150316
ENSG00000198478
ENSG00000028203
ENSG00000133997
ENSG00000169439

ENSG00000254087

ENSG00000183287
ENSG00000163221
ENSGO00000137834
ENSG00000172171

PDE10A
TFPI
CYYR1
RGS2
SYNPO2
CNTLN
C5AR1
TTC19
GLT8D2
PRKACB
CREM
CD200R1
C8orf82
EDDM13
ZNF701
ZNF705E
KLK3
KLHL6
TMCO3
FPR1
PDGFRA
HIF3A
TAGAP
MED31
TAF9
ERCC6
SELL
UROD
CELF2
FBLN5
FRRS1L
ABCAI10
RASL11B
CXCR1
ANKRD44
CWC15
SH3BGRL2
VEZT
MEDG6
SDC2

LYN

CCBE1
S100A12
SMADG6
TEFM
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-4,373447
-4,366073
-4,363187
-4,355829
-4,347653
-4,345805
-4,334029
-4,329039
-4,32707

-4,321548
-4,319098
-4,317358
-4,308332
-4,300772
-4,293719
-4,292085
-4,288697
-4,283505
-4,281709
-4,264224
-4,258898
-4,256938
-4,243084
-4,240571
-4,237177
-4,228068
-4,226588
-4,214711
-4,207152
-4,205716
-4,202888
-4,197604
-4,195355
-4,189844
-4,185402
-4,182148
-4,172452
-4,168602
-4,165448
-4,16347

-4,162805

-4,160024
-4,154958
-4,15011

-4,149952




92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123

ENSG00000162545
ENSG00000129518
ENSG00000071967
ENSG00000069535
ENSG00000183722
ENSG00000164292
ENSG00000141480
ENSG00000115380
ENSG00000120129
ENSG00000189184
ENSG00000160584
ENSG00000077454
ENSG00000108176
ENSG00000176946
ENSG00000155962
ENSG00000005187
ENSG00000149115
ENSG00000179820
ENSG00000145741
ENSG00000176971
ENSG00000092051
ENSG00000126217
ENSG00000149262
ENSG00000134202
ENSG00000117525
ENSG00000138134
ENSG00000136732
ENSG00000100372
ENSG00000167081
ENSG00000143878
ENSG00000214787
ENSG00000185379

CAMK2N1
EAPP
CYBRD1
MAOB
LHFPL6
RHOBTB3
ARRB?2
EFEMP1
DUSP1
PCDH18
SIK3
LRCH4
DNAJC12
THAP4
CLIC2
ACSM3
TNKS1BP1
MYADM
BTF3
FIBIN
JPH4
MCF2L
INTS4
GSTM3

F3
STAMBPL1
GYPC
SLC25A17
PBX3
RHOB
MS4A4E
RADS1D

-4,926187
-4,913449
-4,892478
-4,892098
-4,886939
-4,879852
-4,869946
-4,859935
-4,858403
-4,855953
-4,85067

-4,831301
-4,828412
-4,822148
-4,794951
-4,793118
-4,792201
-4,789531
-4,785262
-4,778609
-4,767518
-4,763623
-4,758015
-4,754357
-4,74885

-4,74803

-4,74661

-4,73043

-4,730068
-4,716834
-4,706732
-4,700221

215
216
217
218
219
220
221
222
223
224
225
226
227
228
229
230
231
232
233
234
235
236
237
238
239
240
241
242
243
244
245

ENSG00000206559
ENSG00000101365
ENSG00000130522
ENSG00000145780
ENSG00000162407
ENSG00000122550
ENSG00000096060
ENSG00000148175
ENSG00000112319
ENSG00000176142
ENSG00000090013
ENSG00000153250
ENSGO00000177054
ENSG00000035862
ENSG00000198961
ENSG00000109572
ENSG00000147119
ENSG00000116701
ENSG00000177990
ENSG00000112096
ENSG00000119535
ENSG00000142784
ENSG00000154310
ENSG00000206172
ENSG00000100504
ENSG00000204406
ENSGO00000153234
ENSG00000151491
ENSG00000184470
ENSG00000107562
ENSG00000213977

ZCWPW2
IDH3B
JUND
FEM1C
PLPP3
KLHL7
FKBP5
STOM
EYA4
TMEM39A
BLVRB
RBMS1
ZDHHC13
TIMP2
PJA2
CLCN3
CHSTY
NCF2
DPY19L2
SOD2
CSF3R
WDTC1
TNIK
HBAl1
PYGL
MBD5
NR4A2
EPS8
TXNRD2
CXCL12
TAX1BP3
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-4,145965
-4,142701
-4,141317
-4,141019
-4,137688
-4,136509
-4,135781
-4,133969
-4,131566
-4,130065
-4,128676
-4,127987
-4,127665
-4,122473
-4,117924
-4,097492
-4,091375
-4,082427
-4,078405
-4,070678
-4,06896

-4,068895
-4,034821
-4,034366
-4,02705

-4,025227
-4,024153
-4,020947
-4,006806
-4,005221
-4,001087

Hastanin over tiimér dokusunun, saglikli ikizine ait over dokusu ve diger saglikli

kardesin over dokusu ile karsilagtirilmasi sonucunda, tiimoérde ekspresyonu azalan 42

uzun kodlanmayan RNA(IncRNA) transkripti bulunmus, bunlarin 27 tanesinin bilinen

ve 15 tanesinin novel transkript oldugu belirlenmistir. Bu INcRNA’lar, bunlarin degisim

katsayilar1 ve hastaliklarla iliski durumu [102] Tablo 4-8’da gosterilmistir.
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Tablo 4-8: Saghkh dokulara kiyasla over tiimor dokusunda ekspresyonu azalan
LncRNA'lar (* Novel transkript) (Grup 1)

log2
Ensembl — copadr | Fc | EKSPTESYON oo Tipi Hastalik iliskisi
ID . . Durumu
Degeri
ENSG0000 AC011939. Novel
1 ooe1544 2 9,054 Azalmis o nekript
Servikal Ca, Lenfoma, Malign
o ENSGO000 ACO08B97. 5970 Azalmis  Bilinen  Glioma, NSCLC, Mide Ca, Tiroid

0271815 3 Ca, Mesane Ca

Meme Ca, Over Ca, Servikal Ca,
Lenfoma, Malign Glioma,
g ENSGO000 ACOLI389.  gi98  Azaimis  Bilinen  NSCLC, Mide Ca, Tiroid CA,
0248222 1 .
Mesane Ca, Alzheimer,
Huntington, Sizofreni
ENSG0000 AP001330. Novel
4 271882 4% 8264 Azalmis o vt
Meme Ca, Over Ca, Prostat Ca,

ENSG0000 AC008759. Kolorektal Ca, Hepatoselliiler Ca,

5 0277587 3 -8,198 Azalmis Bilinen Akciger Ca, Lenfom.a, Melanoma,
Osteosarkom, Alzheimer,
Huntington
Servikal Ca, Lenfoma, Malign
6 ENSG0000 ~ AL354950. -8,115 Azalmis Bilinen Glioma, NSCLC, Mide Ca, Tiroid
0275327 2
Ca, Mesane Ca
ENSGO0000 AL022067. Novel
T 0269919 1+ 182l Azalmis e cript
Servikal Ca, Lenfoma, Malign
8 ENSG0000 ~ AC016813. -7,759 Azalmis Bilinen Glioma, NSCLC, Mide Ca, Tiroid
0207258 1
Ca, Mesane Ca
Servikal Ca, Lenfoma, Malign
9 NS00 AL -7,706 Azalmis Bilinen Glioma, NSCLC, Mide Ca, Tiroid
0234604 1
Ca, Mesane Ca
ENSGO0000 AC115989. Novel
10 oo6a932 1% -89 Azalmis o ript
Meme Ca, Over Ca, Prostat Ca,
ENSG0000 Kolorektal Ca, Hepatoselliiler Ca,
11 LINC00662 -7,674 Azalmis Bilinen Akciger Ca, Lenfoma, Melanoma,
0261824 .
Osteosarkom, Alzheimer,
Huntington
ENSG0000 DAPK1-
12 0236709 IT1 -7,556 Azalmis
Servikal Ca, Lenfoma, Malign
13 Ermoney ALl -7,527 Azalmis Bilinen Glioma, NSCLC, Mide Ca, Tiroid
0258400 1
Ca, Mesane Ca
ENSGO0000 AC091959. Novel
14 0239317 1% 1316 Azalmis o ript
ENSGO0000 AP000944. Novel
15 0278050 3+ 1292 Azalmis o ript
ENSGO0000 AC007448. Novel
16 o026aa21 3+ 164 Azalmis o kript
ENSGO0000 AC087565. Novel
17 oog3as7 2% 6990 Azalmis o pript
Meme Ca, Over Ca, Prostat Ca,
18 ENSGO0000 ZNF561- 6,977 Azalmis Bilinen Kolorektal Ca, Hepatoselliiler Ca,

0267106 AS1 Akciger Ca, Lenfoma, Melanoma,

Noroblastoma, Alzheimer,



19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

ENSG0000
0232693

ENSGO0000
0277135

ENSGO0000
0245711

ENSG0000
0256557

ENSG0000
0228536

ENSGO0000
0228540

ENSGO0000
0250015

ENSG0000
0260630

ENSG0000
0272842

ENSGO0000
0183535

ENSGO0000
0268987
ENSGO0000
0267061

ENSGO0000
0259363

ENSG0000
0237851

ENSG0000
0267766
ENSG0000
0237438

ENSGO0000
0273076

ENSGO0000
0047056

AC012370.
1*

AC0124009.
3

NADK?2-
AS1

AC0095009.
4

LYPLALI1-
AS1

ACO073326.
1*

AC018752.
1

SNAI3-AS1

AL391834.
1

COL18A1-
AS1

AC011462.
3*
AC090213.
1*

AC090825.
1

AL023584.
2

AC022726.
1*

CECR7

AL021707.
7

WDR37

-6,926

-6,915

-6,767

-6,767

-6,758

-6,758

-6,696

-6,680

-6,676

-6,424

-6,359

-6,344

-6,302

-6,298

-6,277

-6,275

-6,205

-6,192

Azalmis

Azalmis

Azalmis

Azalmis

Azalmis

Azalmis

Azalmis

Azalmis

Azalmis

Azalmis
Azalmis

Azalmis

Azalmis

Azalmis

Azalmis

Azalmis

Azalmis

Azalmig

Novel
transkript

Bilinen

Bilinen

Bilinen

Bilinen

Novel
transkript

Bilinen

Bilinen

Bilinen

Bilinen
Novel
transkript

Novel
transkript

Bilinen

Bilinen
Novel
transkript
Bilinen

Bilinen

Bilinen
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Huntington,

Meme Ca, Over Ca, Prostat Ca,
Kolorektal Ca, Hepatoselliiler Ca,
Akciger Ca, Lenfoma, Melanoma,
Osteosarkom, Alzheimer,
Huntington,

Meme Ca, Over Ca, Prostat Ca,
Kolorektal Ca, Hepatoselliiler Ca,
Akciger Ca, Lenfoma, Melanoma,
Osteosarkom, Alzheimer,
Huntington,

Servikal Ca, Lenfoma, Malign
Glioma, NSCLC, Mide Ca, Tiroid
Ca, Mesane Ca

Servikal Ca, Lenfoma, Malign
Glioma, NSCLC, Mide Ca, Tiroid
Ca, Mesane Ca

Meme Ca, Over Ca, Prostat Ca,
Kolorektal Ca, Hepatoselliiler Ca,
Akciger Ca, Lenfoma, Malign
Glioma, NSCLC, Tiroid Ca,
Mesane Ca,

Meme Ca, Over Ca, Prostat Ca,
Kolorektal Ca, Hepatoselliiler Ca,
Akciger Ca, Lenfoma, Melanoma,
Osteosarkom, Alzheimer,
Huntington,

Servikal Ca, Lenfoma, Malign
Glioma, NSCLC, Mide Ca, Tiroid
Ca, Mesane Ca

Servikal Ca, Lenfoma, Malign
Glioma, NSCLC, Mide Ca, Tiroid
Ca, Mesane Ca

Meme Ca, Over Ca, Servikal Ca,
Lenfoma, Malign Glioma,
NSCLC, Mide Ca, Tiroid Ca,
Mesane Ca

Servikal Ca, Lenfoma, Malign
Glioma, NSCLC, Mide Ca, Tiroid
Ca, Mesane Ca

Hepatoselliiler Karsinoma

Servikal Ca, Lenfoma, Malign
Glioma, NSCLC, Mide Ca, Tiroid
Ca, Mesane Ca

Akut Miyeloid Losemi
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ENSG0000 AC099811. Novel
37 0280205 6+ 671 Azalmis o kript
ENSG0000 ADAMTS9 - Servikal Ca, Lenfoma, Mide Ca,
38 0241684  -AS2 6,149 Azalmis - Bilinen i ca Mesane Ca
ENSG0000
39 0239213 NCK1-DT -6,115 Azalmis
Servikal Ca, Lenfoma, Malign
40 ENSG0000 ~ AC008035. -6,086 Azalmis Bilinen Glioma, NSCLC, Mide Ca, Tiroid
0272369 1
Ca, Mesane Ca
Servikal Ca, Lenfoma, Malign
41 ENSGO000 ACI36424. ¢4oe  Asalmis  Bilinen  Glioma, NSCLC, Mide Ca, Tiroid
0253811 2
Ca, Mesane Ca
ENSGO0000 AC012651. Novel
42 oosgael 1 6056 Azalmis o ckrint

Hastanin periferik kaninin, saglikli ikiz kardesinin periferik kani ve diger
saglikli kardesinin periferik kani ile Kkarsilagtirllmast sonucunda, hastada 39
ekspresyonu artan protein kodlayan gen tespit edilmis, bu genler ile degisim kat sayilari
(log2Fc|>2) Tablo 4-9’da verilmistir. Bu proteinlerden 5 tanesi “novel protein” olarak
veri tabanlarinda yer almaktadir. Karsilagtirilan periferik kan 6rneklerinde ekspresyon
diizeyindeki artisin 2 ile 4 kat arasinda degistigi gézlenmistir (Tablo 4-9).

Tablo 4-9: Saghkh PK o6rneklerine kiyasla hastanin PK orneginde ekspresyonu artan
protein kodlayan genler (*Novel genler) (Grup 2)

N[o] Ensembl ID Gen Ad1 IS%;;? Ekspresyon Durumu
1 ENSG00000169429 CXCLS8 3,84647811 Hastada ekspresyonu artmis
2 ENSG00000078140 UBE2K 3,32677979 Hastada ekspresyonu artmis
3 ENSG00000244165 P2RY11 3,04392696 Hastada ekspresyonu artmig
4 ENSGO00000158050 DUSP2 2,5877519 Hastada ekspresyonu artmis
5 ENSG00000153234 NR4A2 2,99996966 Hastada ekspresyonu artmis
6 ENSG00000120738 EGR1 2,91009871 Hastada ekspresyonu artmig
7 ENSG00000173598 NUDT4 2,7169198 Hastada ekspresyonu artmis
8 ENSG00000165410 CFL2 2,60728657 Hastada ekspresyonu artmis
9 ENSG00000181029 TRAPPC5 2,60550026 Hastada ekspresyonu artmis
10 ENSG00000061938 TNK2 2,51327496 Hastada ekspresyonu artmis
11 ENSG00000166405 RIC3 2,50122613 Hastada ekspresyonu artmig
12 ENSGO00000197728 RPS26 2,48105494 Hastada ekspresyonu artmis
13 ENSGO00000167995 BEST1 2,45909091 Hastada ekspresyonu artmig
14 ENSG00000171223 JUNB 2,3214038 Hastada ekspresyonu artmis
15 ENSG00000267368 UPK3BL1 2,31970452 Hastada ekspresyonu artmig
16 ENSGO00000090104 RGS1 2,29244279 Hastada ekspresyonu artmis
17 ENSG00000105835 NAMPT 2,27381032 Hastada ekspresyonu artmig
18 ENSG00000161835 TAMALIN 2,25649395 Hastada ekspresyonu artmis
19 ENSG00000177606  JUN 2,23536684 Hastada ekspresyonu artmis




20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39

ENSG00000118503
ENSG00000112245
ENSG00000123689
ENSG00000163812
ENSG00000204514
ENSG00000242114
ENSG00000141562
ENSG00000070495
ENSG00000110848
ENSG00000248672
ENSG00000184205
ENSG00000129255
ENSG00000096433
ENSG00000186111
ENSG00000207181
ENSG00000285827
ENSG00000249624
ENSG00000286235
ENSG00000283580
ENSG00000285446

TNFAIP3
PTP4A1
G0S2
ZDHHC3
ZNF814
MTFP1
NARF
JMJID6

CD69
LY75-CD302
TSPYL2
MPDU1
ITPR3
PIP5K1C
SNORA14B
AP001267.5 *
AP000295.1*
AL035461.3*
AC098484.3*
Z84488.1*

2,21509954
2,21020368
2,17946763
2,14225782
2,12534894
2,11245155
2,10192971
2,09032556
2,08315872
2,07473158
2,06988657
2,05825865
2,05493042
2,03192343
2,02396163
3,31008195
3,18612184
2,22596618
2,1969616
2,07259325

Hastada ekspresyonu artmig
Hastada ekspresyonu artmis
Hastada ekspresyonu artmis
Hastada ekspresyonu artmis
Hastada ekspresyonu artmig
Hastada ekspresyonu artmig
Hastada ekspresyonu artmig
Hastada ekspresyonu artmis
Hastada ekspresyonu artmig
Hastada ekspresyonu artmis
Hastada ekspresyonu artmis
Hastada ekspresyonu artmis
Hastada ekspresyonu artmis
Hastada ekspresyonu artmis
Hastada ekspresyonu artmis
Hastada ekspresyonu artmis
Hastada ekspresyonu artmis
Hastada ekspresyonu artmig
Hastada ekspresyonu artmis
Hastada ekspresyonu artmig
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Hastanin PK 0Orneginin, saglikli ikiz kardesinin PK 6rnegi ve diger saglikli

kardesinin PK ornegi ile karsilastirilmasi sonucunda, hastada 9 ekspresyonu artan

INCRNA tespit edilmis, bunlarin 3 tanesinin daha 6nce bildirilmemis novel transkript

oldugu, 6 tanesinin ise bilinen hastalik iliskili INCRNA’lar oldugu belirlenmistir. Bu

INcRNA’lar, bunlarin ekspresyon degisim kat sayilar1 (Jlog2Fc|>2) ve iliskili oldugu

hastaliklar bilgisi Tablo 4-10°da verilmistir. Karsilastirilan periferik kan 6rneklerinde

ekspresyon diizeyindeki artisin 2 ile 3 kat arasinda degistigi gozlenmistir (Tablo 4-10).

Tablo 4-10: Saghkh PK ornegine kiyasla hastamin PK 6rneginde ekspresyonu artan
IncRNA'lar (*Novel transkript) (Grup 2)

Ensembl

Ekspresyon

log2 Fc A sl

D Gen Ad1 Deferi Durumu Gen tipi Hastahk Iliskisi
ENSG0000 AL450344. novel
0232891  3* 3,228 AMmis o nskript
ENSG0000 AC016571. novel
0251405 1* 3,166 Artmig transkript

Meme Ca, Over Ca, Prostat Ca, Pankreas Ca,

ENSG0000 Mide Ca, Osteosarkom, Tiroid Ca, Akciger
0270141 TERC 3,030 Artmis Bilinen Ca, kanserlerin bircogunda, Tip1 /2 diyabet,

Parkinson, Huntington, Alzheimer,
yaslanma...
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Meme Ca, Over Ca, Prostat Ca, Servikal Ca,
Kolorektal Ca, Akciger Ca, Lenfoma, Malign
Melanoma, NSCLC, Osteosarkom, Mide Ca,
Tiroid Ca, Mesane Ca

Meme Ca, Over Ca, Prostat Ca, Servikal Ca,
Kolorektal Ca, Hepatoselliiler Ca, Akciger
2,459 Artmis Bilinen Ca, Lenfoma, Malign Melanoma, NSCLC,

ENSGO0000 AL356488.

0270066 2 2,859 Artmig Bilinen

ENSGO0000 AC010226.

LR . Noroblastoma, Mide Ca, Tiroid Ca, Mesane
Ca, Sizofreni, Alzheimer

ENSG0000 AC005911. novel

0278356 1 2ALL - Artmis o nskript

Meme Ca, Over Ca, Prostat Ca, Servikal Ca,
Kolorektal Ca, Hepatoselliiler Ca, Akciger
2,277 Artmig Bilinen Ca, Lenfoma, Malign Melanoma, NSCLC,
Osteosarkom, Mide Ca, Tiroid Ca, Mesane
Ca, Alzheimer, Huntington
Meme Ca, Over Ca, Prostat Ca, Servikal Ca,
Kolorektal Ca, Akciger Ca, Lenfoma, Malign
2,252 Artmig Bilinen Melanoma, Hepatoselliiler Ca, NSCLC, Mide
Ca, Tiroid Ca, Mesane Ca, Huntington,
Alzheimer

ENSG0000 AL513314.
0276997 2

ENSGO0000 AL117336.
0269952 1

ENSGO0000 AL391863.
0234361 2

Servikal Ca, Lenfoma, Malign Melanoma,

2 A Bilinen NSCLC, Mide Ca, Tiroid Ca, Mesane Ca

Hastanin periferik kanmin, saglikli ikizine ait periferik kani ve diger saglikli
kardesin periferik kani ile karsilastirilmasi sonucunda, hastada ekspresyonu azalan 29
protein kodlayan gen ve bunlarin degisim kat sayilari (|log2Fc|>2) Tablo 4-11’de
verilmistir. Karsilastirilan doku 6rneklerinde ekspresyon diizeyindeki azaligin 2 ile 3 kat
arasinda degistigi gozlenmistir (Tablo 4-11).

Tablo 4-11:Saghkh PK érneklerine kiyasla hastamin PK orneginde ekspresyonu azalan
protein kodlayan genler (Grup 2)

No Ensembl ID Gen Ad1 Ilg?ageli(i: Ekspresyon Durumu
1 ENSGO00000213186 TRIM59 -3,2568539 Hastada ekspresyonu azalmis
2 ENSG00000109911 ELP4 -3,1206563 Hastada ekspresyonu azalmis
3 ENSG00000211895 IGHA1 -3,1159485 Hastada ekspresyonu azalmis
4 ENSG00000278249 SCARNA2 -3,0830494 Hastada ekspresyonu azalmig
5 ENSG00000242259 (C220rf39 -2,9765033 Hastada ekspresyonu azalmis
6 ENSG00000144182 LIPT1 -2,8067944 Hastada ekspresyonu azalmis
7 ENSG00000139537 CCDC65 -2,5509575 Hastada ekspresyonu azalmis
8  ENSG00000198502 HLA-DRB5 -2,4139843 Hastada ekspresyonu azalmis
9 ENSG00000118939 UCHL3 -2,3910881 Hastada ekspresyonu azalmis
10 ENSG00000197798 FAM118B -2,3348608 Hastada ekspresyonu azalmig
11 ENSG00000217643 PTGES3P2  -2,3290155 Hastada ekspresyonu azalmis
12 ENSG00000113971 NPHP3 -2,3177258 Hastada ekspresyonu azalmis
13 ENSG00000164008 C1lorf50 -2,2406058 Hastada ekspresyonu azalmis
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14 ENSG00000104064 GABPB1 -2,1965014 Hastada ekspresyonu azalmis
15 ENSG00000107796 ACTA2 -2,1934724 Hastada ekspresyonu azalmis
16 ENSG00000251201 E\QZEA?/TZ -2,1607994 Hastada ekspresyonu azalmis
17 ENSG00000158555 GDPD5 -2,1442139 Hastada ekspresyonu azalmis
18 ENSG00000215472 ?;;3‘01;32 -2,1279104 Hastada ekspresyonu azalmis
19 ENSG00000064225 ST3GAL6 -2,1107632 Hastada ekspresyonu azalmis
20 ENSG00000211701 TRGV1 -2,0954921 Hastada ekspresyonu azalmis
21  ENSG00000162994 CLHC1 -2,0902931 Hastada ekspresyonu azalmis
22 ENSG00000162757 Clorf74 -2,0869146 Hastada ekspresyonu azalmis
23 ENSG00000186272 ZNF17 -2,0833453 Hastada ekspresyonu azalmis
24 ENSG00000121957 GPSM2 -2,0814787 Hastada ekspresyonu azalmis
25 ENSG00000200538 U3 -2,0759475 Hastada ekspresyonu azalmis
26 ENSG00000170364 SETMAR -2,0692436 Hastada ekspresyonu azalmis
27  ENSG00000103415 HMOX2 -2,0669488 Hastada ekspresyonu azalmig
28 ENSG00000252448 SNORAG63 -2,0385532 Hastada ekspresyonu azalmis
29 ENSG00000115446 UNC50 -2,0257938 Hastada ekspresyonu azalmig

Hastanin PK Orneginin, Saglikli ikiz kardesinin PK o6rnegiyle diger saglikli
kardesinin PK o6rnegi ile karsilagtirllmasi sonucunda, hastada 9 ekspresyonu azalan
INCRNA tespit edilmis, bunlarin 5 tanesinin daha 6nce bildirilmemis novel transkript
oldugu, 4 tanesinin ise bilinen hastalik iligkili INCRNA’lar oldugu belirlenmistir. Bu
INcRNA’lar, bunlarin ekspresyon degisim kat sayilari (|log2Fc|>2) ve iligkili oldugu
hastaliklar bilgisi Tablo 4-12’de verilmistir. Karsilastirilan PK 6rneklerinde ekspresyon
diizeyindeki azalisin 2 ile 4 kat arasinda degistigi gozlenmistir (Tablo 4-7).

Tablo 4-12: Saghkh PK oérneklerine kiyasla hastamin PK 6rneginde ekspresyonu azalan
IncRNA'lar (*Novel transkript) (Grup 2)

Ensembl log2 Fc | Ekspresyon
No ip GenAdi 1y seri Durumu

Gen tipi Hastahk fliskisi

Meme Ca, Over Ca, Prostat Ca,
Servikal Ca, Kolorektal Ca,

ENSGO0000 - Hepatoselliiler Ca, Akciger Ca,
- 0274525 AETEREE  =ehiten Al e Lenfoma, Malign Melanoma, NSCLC,
Osteosarkom, Mide Ca, Tiroid Ca,
Mesane Ca, Huntington, Alzheimer
ENSG0000 Astrositoma, Servikal Ca, Lenfoma,

2 TAPT1-AS1 -2,551 Azalmig Bilinen Malign Melanoma, NSCLC, Mide Ca,
0263327 S
Tiroid Ca, Mesane Ca
ENSG0000

3 0285596 AC017116.2* -2,307 Azalmig novel transkript -
ENSG0000 Servikal Ca, Lenfoma, Malign
4 AC008083.2 -2,220 Azalmis Bilinen Melanoma, NSCLC, Mide Ca, Tiroid,
0257925
Mesane Ca
5 ENSGO000  \ci383930« 2160 Azalmis  novel transkript -

0229930



56

ENSG0000 - .
6 0244055 AC007566.1* -2,158 Azalmig novel transkript -
Servikal, Lenfoma, Malign
7 SISy MIR3142HG -2,066 Azalmig Bilinen Melanoma, NSCLC, Mide Ca, Tiroid

0253522 Ca, Mesane Ca

ENSG0000 .

8 0247137 AP000873.2* -2,027 Azalmisg novel transkript -
ENSGO0000 - ;

9 0255186 AC087277.2* -2,026 Azalmis novel transkript -

Hastanin kan oOrnegi ile tiimoér dokusunun arasindaki degisimin birebir
kiyaslamas1 sonucunda, elde edilen ekspresyon verisi asagida yer almaktadir. Burada
kana kiyasla dokudaki degisime bakilmis ve kodlayan genlerden ekspresyonu artan 82
gen (Tablo 4-13), ekspresyonu artan 27 IncRNA (Tablo 4-14) ile kodlayan genlerden
ekspresyonu azalan 93 gen (Tablo 4-15) ile ekspresyonu azalan 23 IncRNA (Tablo 4-
16) tablolarda gosterilmistir. Dokuda ekspresyon diizeyindeki artisin 7 ile 20 kat
arasinda degistigi gézlenmistir (Tablo 4-13).

Tablo 4-13 : Hastamin periferik kanina gore dokusunda ekspresyonu yiiksek goriinen
kodlayan genler (Grup 3)

N[o} Ensembl ID Gen Ad1 Log? F.c Ekspresyon Durumu
Degeri

1 ENSG00000200320 SNORAG3 20,4056046  Dokuda ekspresyonu artmis
2 ENSG00000212588 SNORA26 12,9507407  Dokuda ekspresyonu artmis
3 ENSG00000181143 MUC16 12,8010574  Dokuda ekspresyonu artmis
4 ENSG00000269028 MTRNR2L12 124817609  Dokuda ekspresyonu artmis
5 ENSG00000252699 SNORA21B 12,2785391  Dokuda ekspresyonu artmis
6 ENSG00000207166 SNORAG68 11,9013322  Dokuda ekspresyonu artmis
7 ENSG00000003989 SLC7A2 11,8997929  Dokuda ekspresyonu artmis
8 ENSG00000117069 ST6GALNAC5 11,6399503  Dokuda ekspresyonu artmis
9 ENSG00000201229 SNORA63D 10,7352832  Dokuda ekspresyonu artmis
10 ENSG00000207145 SNORA18 10,2555702  Dokuda ekspresyonu artmis
11 ENSG00000222489 SNORA79B 10,1803369  Dokuda ekspresyonu artmis
12 ENSG00000270617 IL\J/IIEQ(;(S:IZZ 10,1620145 Dokuda ekspresyonu artmis
13 ENSG00000167244 IGF2 9,04388792  Dokuda ekspresyonu artmis
14 ENSG00000116039 ATP6V1B1 9,85070879  Dokuda ekspresyonu artmis
15 ENSG00000137821 LRRC49 953196919  Dokuda ekspresyonu artmis
16 ENSG00000275994 SNORA?24 9,49576526  Dokuda ekspresyonu artmis
17 ENSG00000228055 FAM245A 9,25075357  Dokuda ekspresyonu artmis
18 ENSG00000113594 LIFR 9,17162288  Dokuda ekspresyonu artmis
g ENSG00000170500 LONRF2 9,05155833  Dokuda ekspresyonu artmis
20 ENSG00000199293 SNORA21 8,96866337  Dokuda ekspresyonu artmis
21 ENSG00000278274 SNORA61 8,75803077  Dokuda ekspresyonu artmis



22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
59
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66

ENSG00000209582
ENSG00000146648
ENSG00000123095
ENSG00000284491
ENSG00000202363
ENSG00000189337
ENSG00000221716
ENSG00000198185
ENSG00000253051
ENSG00000111319
ENSG00000221303
ENSG00000201643
ENSG00000225091
ENSG00000165949
ENSG00000112981
ENSG00000145362
ENSG00000238917
ENSG00000154096
ENSG00000104413
ENSG00000183833
ENSG00000151338
ENSG00000187079
ENSG00000066468
ENSG00000278527
ENSG00000146038
ENSG00000185499
ENSGO00000254726
ENSG00000137648
ENSG00000206838
ENSG00000079337
ENSGO00000113657
ENSG00000114115
ENSG00000221420
ENSG00000109846
ENSGO00000239559
ENSG00000164692
ENSGO00000104879
ENSG00000138771
ENSG00000253869
ENSG00000099260
ENSG00000125398
ENSG00000169604
ENSG00000162738
ENSG00000208797
ENSG00000106078

SNORAA48
EGFR
BHLHE41
THSD8
SNORAG?2
KAZN
SNORAL11
ZNF334
SNORAZ31B
SCNNI1A
SNORAT9
SNORAL4A
SNORAT71A
IF127
NME5
ANK2
SNORD10
THY1
ESRP1
CFAP91
MIPOL1
TEAD1
FGFR2
SNORD22
DCDC2
MUC1
MEX3A
TMPRSS4
SNORASA
RAPGEF3
DPYSL3
RBP1
SNORAS81
CRYAB
RPL37P2
COL1A2
CKM
SHROOM3
PIGFP1
PALMD
SOX9
ANTXR1
VANGL2
SNORD73A
COBL

8,68306673
8,67857041
8,64015994
8,59985997
8,52835152
8,52041445
8,51723908
8,50443453
8,48527727
8,41989445
8,3265994

8,21856752
8,16343608
8,0817087

8,06358129
8,04604265
8,0240397

8,02150581
8,00730706
7,9318872

7,89893297
7,88364333
7,87658111
7,82337021
7,81784098
7,81779697
7,79098265
7,75342837
7,7279366

7,64318196
7,6159444

7,60474651
7,59638887
7,59289442
7,54643959
7,53531293
7,53098489
7,51328367
7,47897676
7,44222525
7,43008261
7,42641054
7,41648421
7,41390602
7,41052345

Dokuda ekspresyonu artmis
Dokuda ekspresyonu artmis
Dokuda ekspresyonu artmis
Dokuda ekspresyonu artmis
Dokuda ekspresyonu artmig
Dokuda ekspresyonu artmis
Dokuda ekspresyonu artmis
Dokuda ekspresyonu artmis
Dokuda ekspresyonu artmis
Dokuda ekspresyonu artmis
Dokuda ekspresyonu artmis
Dokuda ekspresyonu artmis
Dokuda ekspresyonu artmis
Dokuda ekspresyonu artmis
Dokuda ekspresyonu artmis
Dokuda ekspresyonu artmis
Dokuda ekspresyonu artmig
Dokuda ekspresyonu artmis
Dokuda ekspresyonu artmis
Dokuda ekspresyonu artmis
Dokuda ekspresyonu artmis
Dokuda ekspresyonu artmis
Dokuda ekspresyonu artmis
Dokuda ekspresyonu artmis
Dokuda ekspresyonu artmis
Dokuda ekspresyonu artmis
Dokuda ekspresyonu artmis
Dokuda ekspresyonu artmis
Dokuda ekspresyonu artmis
Dokuda ekspresyonu artmis
Dokuda ekspresyonu artmis
Dokuda ekspresyonu artmis
Dokuda ekspresyonu artmig
Dokuda ekspresyonu artmis
Dokuda ekspresyonu artmis
Dokuda ekspresyonu artmis
Dokuda ekspresyonu artmis
Dokuda ekspresyonu artmis
Dokuda ekspresyonu artmis
Dokuda ekspresyonu artmis
Dokuda ekspresyonu artmis
Dokuda ekspresyonu artmis
Dokuda ekspresyonu artmis
Dokuda ekspresyonu artmis
Dokuda ekspresyonu artmis

57



67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82

ENSG00000046604
ENSG00000178826
ENSG00000200959
ENSG00000263961
ENSG00000064655
ENSG00000104067
ENSG00000113645
ENSG00000163879
ENSG00000135373
ENSG00000162105
ENSG00000135480
ENSG00000278704
ENSGO00000076716
ENSG00000176641
ENSG00000188659
ENSG00000111799

DSG2
TMEM139
SNORAT74A
RHEX
EYA2

TJP1
WWC1
DNALI1
EHF
SHANK?2
KRT7
BX004987.1
GPC4
RNF152
SAX0O2
COL12A1

7,40405449
7,38165841
7,36048009
7,34994381
7,33408946
7,29613788
7,24943396
7,20877713
7,10817983
7,10769844
7,07294703
7,05061242
7,01764757
7,00655758
7,00482471
7,00228299
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Dokuda ekspresyonu artmis
Dokuda ekspresyonu artmis
Dokuda ekspresyonu artmis
Dokuda ekspresyonu artmis
Dokuda ekspresyonu artmis
Dokuda ekspresyonu artmis
Dokuda ekspresyonu artmis
Dokuda ekspresyonu artmis
Dokuda ekspresyonu artmis
Dokuda ekspresyonu artmis
Dokuda ekspresyonu artmig
Dokuda ekspresyonu artmis
Dokuda ekspresyonu artmis
Dokuda ekspresyonu artmig
Dokuda ekspresyonu artmis
Dokuda ekspresyonu artmis

Tablo 4-14: Hastanin kanina gore dokusunda ekspresyonu yiiksek goriinen INCRNA'lar
(*Novel transkript) (Grup 3)

Gen Tipi

Hastalik iliskisi

ENSG0000
0283128

ENSGO0000
0281383

ENSGO0000
0130600

ENSGO0000
0281181

ENSG0000
0280614

ENSGO0000
0280800

ENSG0000
0235244

ENSGO0000
0265943

ENSG0000
0224843

Log2Fc | Ekspresyon

Degeri Durumu

AC009403. Dokuda
7 12,392 yiiksek
FP671120.7 12,301 D9kuda
* yiiksek
H19 19219 ~ Dokuda
yiiksek

FP236383.5 12,176 D9kuda
* yiiksek
FP236383.4 Dokuda
. 12,157 yiiksek
FP671120.6 Dokuda
. 12,136 yiiksek
DANT2 9,75 Dokuda
yiiksek

AC090912. 9,454 D9kuda
1 yiiksek
LINCO0240 9,303  Dokuda
yiiksek

novel
transkript

novel
transkript

Bilinen

novel
transkript

novel
transkript

novel
transkript

IncRNA

Bilinen

Bilinen

Over Ca, Meme Ca, Aterosklerozis,
Mesane Ca, Kanser, Kalp fibroblast
cogalmasi ve fibrozis, Servikal Ca,
KML, Kolon Ca, Kolorektal Ca,
Endometrium Ca, Bir¢ok kanser.

Over Ca, Meme Ca, Prostat Ca,
Kolorektal Ca, Hepatoselliiler Ca,
Akciger Ca, Lenfoma, Noroblastoma,
Osteosarkom, Alzheimer, Huntington
Over Ca, Meme Ca, Prostat Ca,
Kolorektal Ca, Hepatoselliiler Ca,
Akciger Ca, Lenfoma, Malign Glioma,
NSCLC, Mide Ca, Tiroid Ca, Mesane
Ca, Alzheimer, Huntington



ENSGO0000
0227733

ENSGO0000
0287966

ENSG0000
0180525

ENSGO0000
0177640

ENSG0000
0233237

ENSG0000
0273308

ENSG0000
0271394

ENSGO0000
0279050

ENSGO0000
0257178

ENSGO0000
0175772

ENSGO0000
0260108

ENSGO0000
0249669

ENSGO0000
0137693

ENSG0000
0261438

ENSG0000
0204588

ENSGO0000
0241472

ENSGO0000
0259644

ENSG0000
0214049

AC2398009.
3

AL590062.
1

PRR26

CASC2

LINC00472

AC024560.
3

7SK

PWAR1

AC103702.
1

LINCO01106

AC026464.
2*

CARMN

YAP1

AL157394.
1

LINC01123

PTPRG-
AS1

AC022613.
3*

UCAl

9,134

8,738

8,632

8,409

8,281

8,27

8,189

8,169

8,168

7,856

7,836

7,769

7,766

7,711

7,659

7,329

7,078

7,068

Dokuda
yiiksek

Dokuda
yiiksek

Dokuda
yiiksek
Dokuda
yiiksek

Dokuda
yiiksek

Dokuda
yiiksek

Dokuda
yiiksek

Dokuda
yiiksek

Dokuda
yiiksek

Dokuda
yiiksek

Dokuda
yiiksek

Dokuda
yiiksek

Dokuda
yiiksek

Dokuda
yiiksek

Dokuda
yiiksek

Dokuda
yiiksek

Dokuda
yiiksek

Dokuda
yiiksek

Bilinen

IncRNA

Bilinen

Bilinen

Bilinen

Bilinen

miscRNA

Bilinen

IncRNA

Bilinen

novel
transkript

Bilinen

Bilinen

IncRNA

Bilinen

Bilinen

novel
transkript

Bilinen
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Over Ca, Meme Ca, Prostat Ca,
Kolorektal Ca, Hepatoselliiler Ca,
Akciger Ca, Lenfoma, Malign Glioma,
Melanoma, NSCLC, Noroblastoma,
Mide Ca, Tiroid Ca, Mesane Ca,
Alzheimer, Huntington

Hepatoselliiler Ca
Over Ca

Over Ca

Servikal Ca, Lenfoma, Malign
Glioma, NSCLC, Mide Ca, Tiroid Ca,
Mesane Ca

Servikal Ca, Lenfoma, Malign
Glioma, NSCLC, Mide Ca, Tiroid Ca,
Mesane Ca

Astrositoma, Servikal Ca, Lenfoma,
Malign Glioma, NSCLC, Mide Ca,
Tiroid Ca, Mesane Ca

Over Ca, Meme Ca, Prostat Ca,
Servikal Ca, Kolorektal Ca,
Hepatoselliiler Ca, Lenfoma, Malign
Glioma, Melanoma, NSCLC, Mide
Ca, Tiroid Ca, Mesane Ca, Alzheimer,
Huntington

Mide Ca, Karaciger Ca,

Over Ca, Meme Ca, Prostat Ca,
Servikal Ca, Kolorektal Ca,
Hepatoselliiler Ca, Lenfoma, Malign
Glioma, Melanoma, NSCLC,
Noroblastoma, Noroblastoma,
pankreatik ductal adeno., Mide Ca,
Tiroid Ca, Mesane Ca, Alzhemier,
Huntington, type2 diabet, sizofreni
Astrositoma, Meme Ca, Servikal Ca,
Lenfoma, Malign Glioma, NSCLC,
Mide Ca, Tiroid Ca, Mesane Ca

bir¢ok kanserde over exp.
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Tablo 4-15:Hastanin kanina gore dokusunda ekspresyonu diisiik goriinen kodlayan genler

Gen Adi

Log2Fc

Ensembl ID

Gen Ad1

Log2Fc

© 00N o o1

11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33

34

35
36
37
38
39

ENSG00000085265
ENSG00000237580

ENSG00000009694

ENSG00000163736
ENSG00000167895
ENSG00000262246
ENSG00000170684
ENSG00000143546
ENSG00000180089

ENSG00000127152

ENSG00000160593
ENSG00000122224
ENSG00000130592
ENSG00000182162
ENSG00000170989
ENSG00000172548
ENSG00000188404
ENSG00000069966
ENSG00000113263
ENSG00000183918
ENSG00000101162
ENSG00000136286
ENSG00000140968
ENSG00000138378
ENSG00000117091
ENSGO00000074370
ENSG00000166501
ENSG00000254838
ENSG00000115607
ENSG00000277734
ENSG00000116741
ENSG00000135604
ENSG00000151702

ENSG00000277437

ENSG00000115165
ENSG00000135218
ENSG00000072786
ENSG00000102879
ENSG00000168685

FCN1
GCSHP3

TENM1

PPBP
TMC8
CORO7
ZNF296
S100A8
TMEMS86B

BCL11B

JAML
LY9
LSP1
P2RY8
S1PR1
NIPAL4
SELL
GNB5
ITK
SH2D1A
TUBB1
MYO1G
IRF8
STAT4
CD48
ATP2A3
PRKCB
GVINP1
IL18RAP
TRAC
RGS2
STX11
FLI1

FP671120.2

CYTIP
CD36
STK10
CORO1A
IL7R

-11,055
-10,671

-10,506

-10,454
-10,384
-10,284
-10,259
-10,076
-9,9173

-9,7043

-9,6774
-9,6467
-9,4506
-9,3948
-9,1616
-9,1576
-9,1171
-9,1059
-8,9372
-8,8892
-8,8115
-8,8092
-8,7613
-8,7476
-8,6397
-8,6185
-8,5518
-8,5287
-8,483
-8,4781
-8,4633
-8,45
-8,4394

-8,4282

-8,4236
-8,2513
-8,2105
-8,1561
-8,1464

48
49

50

51
52
53
54
55
56

57

58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80

81

82
83
84
85
86

ENSG00000154310
ENSG00000101265

ENSG00000284842

ENSG00000134539
ENSG00000149781
ENSG00000168497
ENSG00000163492
ENSG00000159842
ENSG00000258571

ENSG00000255508

ENSG00000106003
ENSG00000168421
ENSG00000090376
ENSG00000186469
ENSG00000141524
ENSG00000107099
ENSG00000162894
ENSG00000136250
ENSG00000077044
ENSGO00000167207
ENSG00000124731
ENSG00000160255
ENSG00000278616
ENSG00000124575
ENSG00000105639
ENSG00000118507
ENSG00000060069
ENSG00000090382
ENSG00000211899
ENSG00000197872
ENSG00000184588
ENSG00000118596
ENSG00000130475

ENSG00000164398

ENSG00000154822
ENSG00000091592
ENSG00000110876
ENSG00000225217
ENSG00000150672

TNIK
RASSF2

FAM91A2P

KLRD1
FERMTS3
CAVIN2
CCDC141
ABR
PTTG4P

AP002990.1

LFENG
RHOH
IRAK3
GNG2
TMC6
DOCKS8
FCMR
AOAH
DGKD
NOD?2
TREM1
ITGB2
BEND3P3
H1-3
JAKS3
AKAP7
CTDP1
LYZ
IGHM
CYRIA
PDE4B
SLC16A7
FCHO1

ACSL6

PLCL2
NLRP1
SELPLG
HSPA7
DLG2

-1,77247
-7,74416

-7,72021

-7,71628
-7,70414
-7,70178
-7,64877
-7,64719
-7,637

-7,62405

-7,56503
-7,55532
-7,53405
-7,52166
-7,51263
-7,49084
-7,48309
-7,48105
-7,4686
-7,44617
-7,41259
-7,39805
-7,39702
-7,2522
-7,243
-7,23055
-7,23038
-7,22234
-7,20635
-7,2052
-7,19658
-7,17635
-7,13513

-7,09822

-7,09781
-7,09548
-7,07459
-7,06327
-7,04929
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40 ENSG00000144218 AFF3 -8,1015 = 87 ENSGO00000172673 THEMIS -7,04285
41 ENSG00000213731 RAB5CP1  -8,0343 88 ENSG00000073756 PTGS2 -7,01091
42 ENSG00000164483 SAMD3 -7,999 89 ENSG00000276027 RNU12 -7,00611
43 ENSG00000198624 CCDC69 -7,9111 = 90 ENSGO00000188906 LRRK2 -7,00175
44 ENSG00000256069 A2MP1 -7,9076 = 91 ENSGO00000169896 ITGAM -6,99431

45 ENSG00000211870 TRAJ19 -7,8129 = 92 ENSGO00000065413 ANKRD44 -6,9792
46 ENSG00000180448 ARHGAP45 -7,8049 | 93 ENSG00000041353 RAB27B -6,96785
47 ENSG00000213809 KLRK1 -7,7882

Tablo 4-16: Hastanmin kanma gore dokusunda ekspresyonu diisiikk goriinen IncRNA'lar
(*Novel transkript)

Log2Fc | Ekspresyon
Durumu

Hastalik iliskisi

Over Ca, Meme Ca, Prostat Ca, Servikal
Ca, Kolorektal Ca, Hepatoselliiler Ca,
ENSGO0000 AL158850. -14.950 Dokuda Bilinen Akciger Ca, Lenfoma, Malign Glioma,
0272446 1 ' diisiik Melanoma, Noroblastoma, NSCLC,
Osteosarkom, Mide Ca, Tiroid Ca,
Mesane Ca, Alzheimer, Huntington

ENSG0000  AL645939. Dokuda Servikal Ca, Lenfoma, Malign Glioma,

0225864 5 -10,228 diisiik Bilinen g:CLC, Mide Ca, Tiroid Ca, Mesane
Servikal Ca, Lenfoma, Malign Glioma,
ENSGO000 ARHGAPL - g54q  DOKUda  gijinen  NSCLC, Mide Ca, Tiroid Ca, Mesane
0075884 5 diisiik Ca
ENSG0000 Dokuda - .
0077238 IL4R -9,203 diisiik Bilinen Nazal Polipler
ENSG0000 ACO007952. -9.09 Dokuda novel
0262202 4* ' diisiik transkript
ENSG0000 ARHGAP1 -9.058 Dokuda Inc
0231758 5-AS1 ' diisiik
ENSG0000 AC004836. Dokuda
0280439 1 Ehls g e
ENSG0000 ACO007278. -8.818 Dokuda novel
0236525 2* ' diisiik transkript
ENSGO0000 Dokuda - .
0059804 SLC2A3 -8,802 diisik Bilinen Nazal Polipler
Servikal Ca, Lenfoma, Malign Glioma,
ENSGO000  AC139720. -8,749 ngyda Bilinen NSCLC, Mide Ca, Tiroid Ca, Mesane
0249806 1 diisiik Ca
ENSG0000 Dokuda .
0277437 FP671120.2 -8,428 diisiik miRNA
ENSGO0000 AC008764. 7581 Dokuda novel
0269578 ™ ' diigiik transkript
Over Ca, Meme Ca, Prostat Ca,
ENSGO0000 AC127024. 7568 Dokuda Bilinen Kolorektal Ca, Hepatoselliiler Ca,
0276250 6 ’ disiik Akciger Ca, Lenfoma, Alzheimer,
Huntington
ENSGO0000 AL365361. 7538 Dokuda novel
0259834 1* ' disik transkript



ENSG0000
0260997

ENSG0000
0259073

ENSGO0000
0077044

ENSGO0000
0279187

ENSG0000
0280028

ENSGO0000
0267554

ENSG0000
0287979

ENSGO0000
0273368

ENSG0000
0283045

AC004847.

l*

FOXNS-
AS2

DGKD

AC027601.

4

AC007431.

3

ACO015911.

8*

AC253572.

1*

AC006566.

1*

AC103703.

1*

-7,536

-7,516

-7,468

-7,465

-1,322

-7,313

-7,212

-7,178

-7,020

Dokuda
diisiik
Dokuda
diisiik
Dokuda
diisiik
Dokuda
diisiik
Dokuda
diisiik
Dokuda
diisiik
Dokuda
diisiik
Dokuda
diisiik
Dokuda
diisiik
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novel

transkript

Servikal Ca, Lenfoma, Malign
Melanoma, Malign Glioma, NSCLC,
Mide Ca, Tiroid Ca, Mesane Ca

Bilinen

Bilinen Nazal Polipler

TEC

TEC

novel
transkript

novel
transkript
novel
transkript

novel
transkript

Hastanin over tiimor dokusunun, saglikli ikizine ait over dokusu ve diger saglikli

kardesin over dokusu ile karsilastirilmasi; hastanin periferik kan sonucunun diger

saglikli PK ornekleri ile karsilastirmasi; hastanin tiimor dokusunun PK 6rnegi ile

karsilastirilmas1 sonucunda ortak olarak ekspresyon degisimi dikkat g¢ekici durumda

olan miRNA’lar tablo 4-17’de gosterilmistir. Burada doku karsilastirmasi sonucu tiimor
dokusunda ekspresyonu yiiksek 2 miRNA (MIR4256, MIR1206), ekspresyonu diisiik 4
miRNA (MIR611, MIR4761, MIR3648-, MIR3648-2); kan karsilagtirmasi sonucunda
hastada ekspresyonu yiiksek 2 miRNA (MIR616, MIR6821), ekspresyonu diisiik 1
MIRNA(MIR4718) tespit edilmistir.

Tablo 4-17: 3 karsilastirma sonucunda ortak ekspresyon degisim gosteren miRNA'lar

Ensembl ID

Gen Ad1

ENSG00000283296
ENSG00000283200
ENSG00000284108
ENSG00000284031
ENSG00000275708
ENSG00000264462
ENSG00000208028
ENSG00000276753
ENSG00000264733

MIR4256
MIR1206
MIR611
MIR4761
MIR3648-1
MIR3648-2
MIR616
MIR6821
MIR4718

log2 Fc
Degeri

7,0063
4,2105
-16,5010
-12,7166
-9,5627
-8,6350
3,2734
2,4966
-2,2935

Ekspresyon Durumu Uzunluk

(b¢)

Tiimorde ekspresyonu artmis 64
Tiimo6rde ekspresyonu artmis 59
Tiimorde ekspresyonu azalmis 67
Tiimorde ekspresyonu azalmis 82
Timorde ekspresyonu azalmig 180
Tiimorde ekspresyonu azalmig 180
Kanda ekspresyonu artmig 97
Kanda ekspresyonu artmis 74

Kanda ekspresyonu azalmis 51
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4.4. GO Analiz Sonuclar:

Saglikli dokulara kiyasla timor dokusunda ekspresyonu anlamli diizeyde
degisen protein kodlayan genlerin, hiicresel ve molekiiler siireg¢lerde yer aldig
kategorilerin gosterildigi GO ve yolak analizlerinin belirlendigi KEGG ¢aligsmasi
yapilmistir. Bu analizlerde yanlis eslesme orani (FDR) filtrelemesi yapildiktan sonra
(Enrichment FDR<0,05) olusturulan tablolar asagida yer almaktadir (Tablo 4.18-20).

Timor dokusunda ekspresyonu yiiksek olan genlerin (Tablo 4-5), GO analiz
sonucu Tablo 4-18’de gosterilmistir. Doku karsilastirmasinda, tiimoér dokusunda
ekspresyonu azalan genlerin (Tablo 4-7), GO analiz sonucu Tablo 4-19’de
gosterilmigtir. Periferik kan orneklerinin kiyaslanmasi sonucunda, hastanin periferik
kaninda ekspresyonu yiiksek olarak belirlenen genlerin (Tablo 4-9), GO analiz sonucu
Tablo 4-20°de yer almaktadir. Bu analiz asamasinda uygulanan Enrichment FDR
(enrichment FDR<O0,05) filtrelemesi sonucunda anlamli degerler tablolarda gosterildigi
icin, hastanin periferik kan orneginde ekspresyonu azalan genler i¢in GO analiz

sonuglart anlamli olarak tespit edilmemistir.



Tablo 4-18: Tiimor dokusunda ekspresyonu yiiksek olan genlerin GO analiz sonucu

Kategori Ent;thRnlent Fonksiyonel Kategori Genler
GO BP 0,0148 Kas filamenti sliding MYL1 MYL2 ACTAL1 TPM2
0,0148 Aktin-myosin filamenti sliding MYL1 MYL2 ACTA1 TPM2
0,019 Bobrek gelisiminde rol oynayan epitel hiicre farklilagmasi PAX8 ACTA2 CD24 PODXL
0,0193 Mitokondriyal elektron tasinmasi (sitokrom c'den oksijene) COX6A1 COX6B1 COX8A
0,0193 Aerobik elektron tagima zinciri COX6A1 COX6B1 COX8A
0,0207 Bobrek gelisiminde rol oynayan epitel hiicre farklilasmasi PAX8 ACTA2 CD24 PODXL
0,0278 Mezenkimal gocii ACTA2 ACTA1
0,0324 Aerobik elektron tagima zinciri COX6A1 ETFRF1 NDUFA1 COX6B1 COX8A
0,0324 Mikrovillus yerlesiminin diizenlenmesi KLF5 PODXL
0,0499 Humoral bagisiklik tepkisi SCARA3 KLK7 CXCL10 SLPI SERPING1 CLU LCN2
0,0499 Antimikrobiyal humoral yanit KLK7 CXCL10 SLPI CLU LCN2
0,0499 Nefron gelisimi PAX8 TACSTD2 ACTA2 CD24 PODXL
GOCC
CP WFDC2 PARP4 ACTA2 FOLR1 DNPH1 ATP6V1B1 SLC2A1 CLU SLPI
0,0053 Hiicre digi/ekstraseliiler organel PODXL RAB25 CRABP2 ACTA1 MAL2 LCN2 SERPING1 MUC16
TACSTD2 MUC1 THSD4 MB TXNDC5 SCNN1A
0,0053 Solunum zinciri kompleksi IV COX6B1 COX8A COX6A1
CP WFDC2 PARP4 ACTA2 FOLR1 DNPH1 ATP6V1B1 SLC2A1 CLU SLPI
0,0053 Ekstraseliiler eksozom PODXL RAB25 CRABP2 ACTA1 MAL2 LCN2 SERPING1 MUC16
TACSTD2 MUC1 THSD4 MB TXNDC5 SCNN1A
CP WFDC2 PARP4 ACTA2 FOLR1 DNPH1 ATP6V1B1 SLC2A1 CLU SLPI
0,0053 Ekstraseliiler vezikiil PODXL RAB25 CRABP2 ACTA1 MAL2 LCN2 SERPING1 MUC16
TACSTD2 MUC1 THSD4 MB TXNDC5 SCNN1A
0,0054 Apikal plazma zar1 SLC34A2 MUC1 FOLR1 SCNN1A ATP6V1B1 SLC2A1 PODXL MAL?2
0,0106 Kontraktil lif boliimii ACTA1 ACTA2 MYL2 SLC2A1 MYL1 TPM2
0,0106 Hiicrenin apikal kism1 SLC34A2 MUC1 FOLR1 SCNN1A ATP6V1B1 SLC2A1 PODXL MAL?2
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0,0106 Sitokrom kompleksi COX6B1 COX8A COX6A1

0,0106 Kan mikropartikiili CP SLC2A1 CLU ACTA1 SERPING1
CP WFDC2 PARP4 ACTA2 FOLR1 DNPH1 ATP6V1B1 SLC2A1 CLU SLPI

00133 Ekst liiler bosluk PODXL RAB25 CRABP2 ACTA1 MAL2 LCN2 SERPING1 MUC16

’ straseliuiel bosiu TACSTD2 MUC1 THSD4 MB TXNDC5 SCARA3 RSPO1 CXCL10 SCNN1A

CKM KLK7

0,0133 Kontraktil lif MYL2 ACTA1 MYL1 ACTA2 SLC2A1 TPM2

0,0193 Solunum zinciri kompleksi COX6B1 COX8A NDUFA1 COX6A1
CP WFDC2 PARP4 ACTA2 FOLR1 DNPH1 ATP6V1B1 SLC2A1 CLU SLPI

00268  Ekstrasoliiler bilee k PODXL RAB25 CRABP2 ACTAL MAL2 LCN2 SERPING1 MUC16

’ straseiuier bolge Kismi TACSTD2 MUC1 THSD4 MB TXNDC5 SCARA3 RSPO1 CXCL10 SCNN1A

CKM KLK7

0,0268 Solunum zinciri COX6B1 COX8A NDUFA1 COX6A1

0,0279 Sarkomer ACTA1 MYL2 SLC2A1 MYL1 TPM2

0,0319 Plazma zarinin dis tarafinin baglantili bileseni FOLR1 CD24

0,0372 Myofibril MYL2 ACTA1 MYL1 SLC2A1 TPM2

0,045 Plazma zarinin dis tarafinin igsel bileseni FOLR1 CD24

GO MF

0,013 Sitokrom-c oksidaz aktivitesi COX6A1 COX8A COX6B1

0,013 Heme-copper terminal oksidaz aktivitesi COX6A1 COX8A COX6B1

0,013 Bir demir donor grubuna etki eden oksidorediiktaz aktivitesi COX6A1 COX8A COX6B1

0,013 Oksidorediiktaz aktivitesi COX6A1 COX8A COX6B1

0,0305 Kasin yapisal bileseni MYL2 MYL1 TPM2

BP: Biyolojik Proses, CC: Hiicresel Komponent, MF: Molekiiler Fonksiyon *FDR<0,05
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Tablo 4-19: Tiimor dokusunda ekspresyonu diisiik olan genlerin GO analiz sonucu

Kategori

Enrichment
FDR

Fonksiyonel Kategori

Genler

GO BP

5,901E-05

9,326E-05

9,326E-05

0,0006

0,0006
0,0021

0,0021

0,0027

0,0037

0,0037

0,0037

0,0038

Toksik maddeye tepki

Oksidatif strese tepki

Reaktif oksijen tiirlerine tepki

Hiicre gogti

Oksidatif strese hiicresel yanit
Hiicresel detoksifikasyon

Hiicre dliimiiniin pozitif diizenlenmesi

Toksik maddeye hiicresel yanit

Hiicre gd¢iiniin diizenlenmesi

Hiicre hareketliligi

Hiicrenin lokalizasyonu

Myeloid 16kosit go¢ii

HDAC6 GSTM3 RHOB MAP3K5 HBA1 HBB MAOB IPCEF1 RGS17 TRPAL SOD2 RGS2 DUSP1
ATF4 CD36 FBLN5 S100A8 EPS8 NR4A2 CLIC2 S100A9 FOS PDGFD TXNRD2 ERCC6 LYN

ATF4 MAP3K5 HDAC6 PDGFRA RHOB FOS HBA1 ERCC6 HBB TRPA1 SOD2 DUSP1 CD36
FBLNS MCL1 NR4A2 PDGFD PLA2R1 IPCEF1 GATA4 PKD2 NCF2 TXNRD2

HDAC6 PDGFRA RHOB FOS MAP3K5 HBA1 HBB TRPA1 SOD2 DUSP1 CD36 FBLN5 PDGFD
ERCC6 PKD2 TXNRD?2

CXCL12 RHOB CXCR1 SDC2 PDGFD CD248 CXCR2 DCN CEACAM1 SELPLG PROX1 PPARG
PDGFRA S100A8 PLA2G7 S100A9 ROBO1 NDNF PODN ADARB1 CSF3R EPS8 NR4A2 SUN1
CCBE1 NR2F2 SELL C5AR1 LYN MAP2K3 LIMCH1 HDAC6 SOD2 DUSP1 ARRB2 CITED2 MCC
MYADM CD200R1 F3 GYPC PLPP3 S100A12

ATF4 MAP3K5 HDAC6 PDGFRA RHOB FOS SOD2 CD36 FBLNS MCL1 NR4A2 PDGFD PLA2R1
GATA4 PKD2 NCF2 TXNRD?2

GSTM3 IPCEF1 SOD2 CD36 FBLNS5 CLIC2 S100A9 TXNRD2 HBA1 HBB

TNFRSF10C LYN HDAC6 SOD2 F3 PPARG S100A8 S100A9 MAP3K5 HBAL HBB STK3 ZBTB16
DUSP1 ATF4 ARRB2 MCL1 RHOB FOS CD248 CXCR2 CD36 MNDA ROBO1 PPP3CC MCF2L

HDAC6 GSTM3 RHOB MAP3KS5 IPCEF1 SOD2 CD36 FBLNS CLIC2 S100A9 PDGFD TXNRD2
HBA1 HBB

CXCL12 RHOB PDGFD DCN CEACAM1 PROX1 PPARG PDGFRA PLA2G7 PODN ADARBL1
CXCR2 CCBE1 C5AR1 LYN MAP2K3 LIMCH1 HDAC6 SOD2 DUSP1 PLPP3 CITED2 ROBO1
MCC MYADM NR2F2 CD200R1 F3

CXCL12 RHOB CXCR1 SDC2 PDGFD CD248 CXCR2 DCN CEACAM1 SELPLG PROX1 PPARG
PDGFRA S100A8 PLA2G7 S100A9 ROBO1 NDNF PODN ADARB1 CSF3R EPS8 NR4A2 SUN1
CCBE1 NR2F2 SELL C5AR1 LYN MAP2K3 LIMCH1 HDAC6 SOD2 DUSP1 ARRB2 CITED2 MCC
MYADM CD200R1 F3 GYPC PLPP3 S100A12

CXCL12 RHOB CXCR1 SDC2 PDGFD CD248 CXCR2 DCN CEACAML1 SELPLG PROX1 PPARG
PDGFRA S100A8 PLA2G7 S100A9 ROBO1 NDNF PODN ADARB1 CSF3R EPS8 NR4A2 SUN1
CCBE1 NR2F2 SELL C5AR1 LYN MAP2K3 LIMCH1 HDAC6 SOD2 DUSP1 ARRB2 CITED2 MCC
MYADM CD200R1 F3 GYPC PLPP3 S100A12

CXCR1 CXCR2 CXCL12 S100A8 PLA2G7 S100A9 CSF3R PDGFD C5AR1 DUSP1 LYN CD200R1
S100A12




0,0038
0,004

0,0043

0,0043

0,0048

0,0048

0,0054

0,0054

0,0058

0,006

0,0064

0,0068

0,0068

0,0068

Detoksifikasyon
Hiicresel oksidan detoksifikasyon

Kas hiicresi apoptotik siirecinin pozitif
diizenlenmesi

Lokosit gocii

Inorganik maddeye tepki

Oksijen iceren bilesige yanit

Hiicre i¢i sinyal iletiminin diizenlenmesi

Hiicre ¢ogalmasinin negatif diizenlenmesi

Kas hiicresi apoptotik siirecinin
diizenlenmesi

Hiicre hareketliliginin diizenlenmesi

Kimyasal homeostaz

Vaskiiler iligkili diiz kas hiicresi apoptotik
stirecinin pozitif diizenlenmesi

Kas hiicresi apoptotik siireci

Hiicresel homeostaz
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GSTM3 IPCEF1 SOD2 CD36 FBLNS CLIC2 S100A9 TXNRD2 HBA1 HBB
IPCEF1 SOD2 CD36 FBLNS CLIC2 S100A9 TXNRD2 HBA1 HBB

SOD2 ATF4 CXCR2 MAP3K5 PPARG

CXCR1 CXCR2 CXCL12 SELPLG S100A8 PLA2G7 S100A9 CSF3R EPS8 PDGFD SELL C5AR1
DUSP1 LYN CD200R1 CEACAM1 GYPC S100A12 SDC2

HDAC6 PKD2 RHOB MAP3K5 HBA1 HBB MAOB CYBRD1 TRPA1 SOD2 DUSP1 ATF4 JUND
CD36 FBLN5 S100A8 FOS PDGFD FIBIN ERCC6 TXNRD2

JUND PPARG NR4A2 HDAC6 PKD2 PDGFRA SMAD6 RHOB FOS SELL MAP3K5 HBA1 HBB
TFPI DCN MAOB TRPA1 CXCL12 SOD2 RGS2 DUSP1 CRY2 CD36 GATA4 FBLN5 WDTC1
S100A8 EPS8 BTG2 TPCN2 PDGFD FIBIN NR2F2 C5AR1 ERCC6 LYN ATF4 CEACAM1 MBD5
PRKACB CLEC7A TXNRD2 ATP6VOC

ZDHHC13 MAP2K3 PDE10A DUSP1 PDGFRA LPAR6 MCL1 EPS8 PDGFD MAP3KS5 PJA2 TAF9
DCN CXCL12 ARRB2 S100A8 TNIK CLIC2 S100A9 S100A12 C5AR1 LYN TIMP2 ITCH NLK STK3
RGS2 PKD2 MCF2L CD36 LEMD2 ERCC6 SOD2 F3 PLA2R1 SIK3 CAMK2N1 ROBO1 MYADM
CEACAM1 GATA4 JPH4 PRKAG2 PIP5K1B ARHGAP24 RHOB TAGAP FPR1

BTG2 LYN SOD2 PPARG MCC PODN ADARB1 TIMP2 ITCH STK3 MED31 ZBTB16 PROX1
DUSP1 CITED2 TAX1BP3 TNS2 SMAD6 CAMK2N1 MNDA ROBO1 NR2F2 CEACAM1 PKD2

SOD2 ATF4 ARRB2 CXCR2 MAP3K5 PPARG GATA4

CXCL12 RHOB PDGFD DCN CEACAM1 PROX1 PPARG PDGFRA PLA2G7 PODN ADARBL1
CXCR2 CCBE1 C5AR1 LYN MAP2K3 LIMCH1 HDAC6 SOD2 DUSP1 PLPP3 CITED2 ROBO1
MCC MYADM NR2F2 CD200R1 F3

LPARG6 CXCR1 FPR1 CXCR2 C5AR1 CLIC2 PKD2 TPCNZ2 JPH4 TRPAL CRY2 ATF4 CD36 SCN7A
GATA4 WDTC1 ALAS2 LYN DCN PYGL SOD2 PPARG PDGFRA MBD5 ACSM3 CYBRD1
CXCL12 CLCN3 ABCG2 PRKACB S100A8 S100A9 ATP6V0OC

SOD2 ATF4 PPARG

SOD2 ATF4 ARRB2 CXCR2 MAP3K5 PPARG GATA4

CLCN3 LPAR6 CXCR1 FPR1 CXCR2 TXNRD2 C5AR1 CLIC2 PKD2 TPCN2 JPH4 TRPA1 TNS2
ATF4 CD36 GATA4 WDTC1 ALAS2 LYN PDGFRA MCL1 CYBRD1 CXCL12 NCF2 ABCG2
S100A8 S100A9 POLD4 ATP6VOC
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DCN CXCL12 PPARG RHOB PODN ADARB1 LIMCH1 DUSP1 CITED2 ROBO1 MCC NR2F2

0,0068 Hiicre go¢iiniin negatif diizenlenmesi CD200R1
0,0068 Reaktif oksijen tiirlerine hiicresel yanit HDAC6 PDGFRA RHOB FOS MAP3K5 SOD2 CD36 FBLN5 PDGFD PKD2
0,007 Oksijen radikaline tepki SOD2 CD36 FBLN5 ERCC6 TXNRD2
0,0072 Oksidatif strese hiicresel yanitin HDAC6 ATF4 CD36 FBLNS MCL1 SOD2 GATA4
diizenlenmesi
GO MF
0,003 RAGE reseptor baglanmasi S100A12 S100A8 S100A9 FPR1
0,0037 Icosanoid baglanma S100A8 S100A9 PPARG
0,0037 Icosatetraenoic asit baglanma S100A8 S100A9 PPARG
0,0037 Avragidonik asit baglanmasi S100A8 S100A9 PPARG
0,0052 LBD alan baglama PPARG PROX1 CITED2
0,0087 Interldkin-8 reseptor aktivitesi CXCR1 CXCR2
0,0087 Kalsiyum salim kanali aktivitesi JPH4 TRPAL PKD2 TPCN2
0,0107 Monokarboksilik asit baglanmasi PPARG PYGL NR2F2 ACACB S100A8 S100A9
0,0128 Antioksidan aktivite SOD2 TXNRD2 HBA1 HBB CLIC2 S100A9 IPCEF1
0,0134 Protein alanmna 6zgii baglanma CLCN3 ATF4 TRIM28 PPARG IPCEF1 NLK ZBTB16 ARRB2 MCL1 EBF1 SH3BGRL2 LYN
TNKS1BP1 CNTLN PROX1 PKD2 CITED2 SDC2 ROBO1 BASP1 MAP3K5 TAF9
0,0134 Interlokin-8 baglama CXCR1 CXCR2
0,0134 Toll-like reseptor baglanmasi S100A8 S100A9 CD36
0,0134 DBD domain baglama PPARG PROX1
0,0134 Ligand kapili kalsiyum kanal aktivitesi JPH4 TRPAL PKD2 TPCN2
0,0168 Uzun zincirli yag asidi baglama S100A8 S100A9 PPARG
Trombosit kaynakli bityiime faktori
0,0183 reseptOr baglanmasi PDGFD LYN PDGFRA
Hiicre ici ligand kapili iyon kanali
0,0183 aktivitesi JPH4 TRPA1 PKD2 TPCN2
0,0183 Oksijen tasiyici aktivitesi HBA1 HBB IPCEF1
0,0183 Toll-like reseptor 4 baglanmasi S100A8 S100A9
0,0428 C-X-C kemokin baglama CXCR1 CXCR2




0,0471 Organik asit baglama PPARG HBA1 HBB PYGL NR2F2 ACACB S100A8 S100A9 ALAS2

BP: Biyolojik Proses, MF: Molekiiler Fonksiyon

Tablo 4-20: Hastanin kaminda ekspresyonu yiiksek olan genlerin GO analiz sonucu

Kategori Enrichment FDR Fonsiyonel Kategori Genler

GO CC 0,002250892 Transkripsiyon Faktér AP-1 Kompleksi JUNB JUN




4.5. KEGG Analiz Sonuclar:
KEGG sonuglari, ekspresyon analizi sonucu dokuda ve kanda anlamli degisimlere

sahip olan genlerin hangi fonksiyonel yolaklarda rol oynadigini1 géstermektedir.

Tablo 4-21’de tiimorde ekspresyonu artan ve azalan genler (Tablo 4-5 ve Tablo 4-
7) ile hastanin periferik kan orneginde ekspresyonu artan genlerin KEGG analiz
sonuglar1 yer almaktadir. Sonuglar Enrichment filtrelemesinden gegmis ve FDR<0,05

degerinde olanlar giivenilir sonuglar olarak burada gosterilmistir.

Tablo 4-21: Ekspresyonu degisen genlerin KEGG sonuglari

Tumorde ekspresyonu artan genlere ait KEGG analizi
Enrichment Fonksiyonel Kategori Genler
FDR
0,0015 Kalp kasi kasiimasi COX6A1, COX6B1 COX8A MYL2 TPM2
A . COX6A1, COX6B1 COX8A NDUFA1
0,0094 Oksidatif fosforilasyon ATPEVIBL
Tumorde ekspresyonu azalan genlere ait KEGG analizi
Enrichment Fonksiyonel Kategori Genler
FDR
DUSP1 FOS JUND ARRB2 MAP3K5
0,0283 MAPK sinyal yolagi ATF4 PDGFRA NLK PPP3CC PRKACB
MAP2K3 STK3 PDGFD
0,0283 Malaria/Sitma GYPC HBA1 HBB SDC2 CD36
DUSP1 FOS GSTA4 GSTM3 MAP3K5
0,0283 Ateroskleroz NCE2 SDC2 IL1R2
Hasta kaninda ekspresyonu artan genlere ait KEGG analizi
Enrichment Fonksiyonel Kategori Genler
FDR
0,0003 NOD-like reseptor sinyal yolagi NAMPT CXCL8 ITPR3 JUN TNFAIP3
0,0044 IL-17 sinyal yolagi CXCL8 JUN TNFAIP3
0,0044 TNF sinyal yolagi JUN JUNB TNFAIP3
0,0044 GnRH sinyal yolagi EGR1 ITPR3 JUN
0,0044 Z:krias'?rmd hormon sentezi, salgilanmasi ve EGR1 ITPR3 NRAA2
0,0044 Qlyabetlk kuompllkasyonlarda AGE-RAGE EGR1 CXCLS JUN
sinyal yolagi
0,0044 Pertussis/Bogmaca CFL2 CXCL8 JUN
0,0174 Kap05|.sarkomu ile iliskili herpesvirls CXCLS [TPR3 JUN
enfeksiyonu
0,0219 H?Ilkob.akte.r pylori enfeksiyonunda epitel CXCLS JUN
hicre sinyali
0,0219 Insan @mun yetmezlik virtsa 1 CEL2 ITPR3 JUN
enfeksiyonu
0,0248 NF-kappa B sinyal yolagi CXCL8 TNFAIP3
0,0248 Fosfatidilinositol sinyalizasyon sistemi PIP5K1C ITPR3




0,0248
0,0248
0,0248
0,0248
0,0248

0,0248

0,0248
0,0248
0,0338
0,0338
0,0338
0,0338
0,0338
0,0361
0,0361
0,0366
0,038

0,038

Toll-like reseptor sinyal yolagi

C tipi lektin reseptori sinyal yolagi
Fc gamma R aracili fagositoz
Aldosteron sentezi ve salgilanmasi
Salmonella infeksiyonu

Chagas hastaligi (Amerikan
tripanozomiyazisi)

Kanserde kolin metabolizmasi
Romatizmal eklem iltihabi
Apoptozis

Apelin sinyal yolagi

Osteoklast farklilasmasi

Ostrojen sinyal yolagi

Kizamik

Fosfolipaz D sinyal yolagi

Alkolstiz yagh karaciger hastaligi (NAFLD)

Oksitosin sinyal yolu
Hiicresel yaslanma
Hepatit B

CXCL8 JUN
ITPR3 JUN
CFL2 PIP5K1C
ITPR3 NR4A2
CXCL8 JUN

CXCL8 JUN

PIP5K1C JUN
CXCL8 JUN
ITPR3 JUN
EGR1 ITPR3
JUN JUNB
ITPR3 JUN
JUN TNFAIP3
PIP5K1C CXCL8
CXCL8 JUN
ITPR3 JUN
CXCL8 ITPR3
CXCL8 JUN
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Tabloda gosterilen genlerin yolak iizerindeki pozisyonlari ve diger genler ile

etkilesiminin gosterildigi yolak semalarindan birkagi (Sekil 4.4-9) asagida yer

almaktadir. Yolak tizerinde kirmiz1 ile gosterilen bu genlerin, up regiilasyonu ya da

down regiilasyonu durumda iliski icinde olduklar1 genlerin de nasil etkilenebilecegi

ongoriilebilmektedir.
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Sekil 4-4: Oksidatif Fosforilasyon Yolagi (KEGG)
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Sekil 4-5: MAPK Sinyal Yolagi (KEGG)
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Sekil 4-6: TNF Sinyal Yolagi (KEGG)
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Sekil 4-7: NF Kappa B Sinyal Yolagi1 (KEGG)
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Sekil 4-9: Interlokin-17 (IL-17) Sinyal Yolagi (KEGG)

4.6. Fiizyon Gen Analizi Sonuglari
RNA-Seq analizinin bir diger ¢iktist olan fiizyon gen analiz sonuglarinda, 50 baz

5’ ucta ve 50 baz 3’ ugta eslesen dizilere gore fiizyon gen analizi yapilmis ve yanlis
pozitif olarak belirlenenlerin filtrelenmesinin ardindan ‘yeni tanimlanmis’ olarak tespit

edilenler Tablo 4-22°de verilmistir.



Tablo 4-22: Fiizyon Gen Analizi Sonuglari
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Ornek |Gen 1 (5' fiizyon Gen 2 (3' Fiizyon noktasi | Fiizyon noktasi | _.. " L
A . R R Flizyon tanimi Durum Flizyon Dizisi
Kodu gen partneri) fiizyon gen 5 3
BR987 |Flizyon saptanmamistir.
AC084782.1 NEAT1 muhtemelen TGTTCAACATCATTAGTTATTAGGGAAATGCAAATCAAAA
15:56395688:- 11:65431659:+ Incrna,onkogen e CCACAAT*GAGTGATGCTGAGCATCTTTTCATATGCTTACT
(LncRNA) (LncRNA) yeni fiizyon
BR1432D GGTCATTTGTATGTTGT
muhtemelen GAAGAAAATGGAAAAAAATCTGAACAATAAATGTTTTAT
HDAC7 SLC48A1 12:47782722:- 12:47782661:+ eni fiizyon TTGCTTTAAAA*GTGCCCTGCACACCCGCTTGACGGCGCA
YeMHTZYON G eTCACTTCTGGGGGGCCCT
AC097500.1(Lnc muhtemelen CCCAGCGAGATCAACCCAGAAGGCGGGTGATTTCTGCAT
RNA) LINC01473 2:185950644:- 2:186086370:- Incrna, eni fiizvon TTCCAACTGAG*CACAGTTTTTAAAGTATCTAGTGTATATA
v YO AGGACAAGCCATTCTCAGTCA
ACAATCCTCGCTCGGCTGCGGCTCTCGGGTGTCCCAGGCC
AC133555.6 muhtemelen
BR1447 SLC7AS 16:29613648:- 16:87869429:- Incrna e CGGCCGGTAA*GCAGAGCATGGCGGGTGCGGGCCCGAA
(LncRNA) yeni flizyon
GCGGCGCGCGCTAGCGGCGCCGG
TAGAAACAAGATAGAAAATGAAAATATTGTCAAGAGTTT
Incrna,onkogen, muhtemelen
MALAT1 AKAP13 11:65499903:+ 15:85653446:+ N s CAGATAGAAAA*AAAACAATCTAGGAAACTGGATTCCAC
kanser, timor, yeniflizyon
GGAACTGGAAAAAGAAAGCCTT
CAGTCATGCATTGCTTAGCAAAGGGGATACATTCTGAGA
AL109628.2 muhtemelen
cMC1 14:39148800:+ 3:28315954:+ Incrna, e AATGCATCAT*TTGTTAAGCAGCCCATGATTGTACTGTTTC
(LncRNA) yeni flizyon
TCTACTAGAAATCCTATCT
AAATACAAAATTTAGCTGGGCGTGGTGGCGGGCGCCTAT
LINC02210_ muhtemelen
TNS4 17:45638167:- 17:40476716:- onkogen, e AGTCCCAGCTA*AA GTATTTTTAGTAGAGACAGGGT
(LncRNA) yeni fizyon
TTCACCATGTTGGCCAGGCTGG
TGTTCAACATCATTAGTTATTAGGGAAATGCAAATCAAAA
AC084782.1 muhtemelen
NEAT1 15:56395685:- 11:65431659:+ Incrna,onkogen, s e CCACAATGAG*GAGTGATGCTGAGCATCTTTTCATATGCT
(LncRNA) yeni flizyon
TACTGGTCATTTGTATGTTGT
bili K ht | CAGCTTAAGGAGATTTTGGGCTGAGACGATGGGGTTTTC
BR1447D KCNQS5 ALK 6:72990587:+  2:29674134:- k' '”e”'tc’" ogen, | mul :Te N TAGATAAACAA*TCAAATTGTCCCTGTTTGCAGACGACAT
ansertumor - Yenittzyon - ¢ \rGTATATCTAGAAAACCCC
. AAAGTATTGAACTGGGGGTTGGTCTGGCCTACTGGGCTG
MALAT1 bilinen,onkogen, muhtemelen
ETVE 11:65502222:+ 12:11787997:+ . ACATTAACTAC*AATTACGGGAGTAAAGCACAATAAGAA
(LncRNA) kanser,tumor  yeni flizyon
AACATTTACAAGGAGTCCAGCCC
CCACCTCTGGATTCATAGAATGGCACCTTCTTGCTGTGTC
AC074008.2 muhtemelen
RASSF8 2:73352680:- 12:25973771:+ Incrna e CTCACATGGT*AGAAGGTGCCATCCGTGAACCAAAAAGT
(LncRNA) yeni flizyon
GAGCCCTTGCCAGACACCTGAT
muhtemelen TTGAACTCCTGGGCCCACGCAATCCTCCTGAGTAGCTAGG
TRAB RBBP7 14:21907146:- X:16853414:- kanser eni fiizyon ACTACAGGTG*GCTGAAGTGGGAGGATCACTTATTATTTA
Y YO GAAAAAAAGAAAACTAGGTAT
ACO05670.3 AC091132.3 . muhtemelen CTGGTTAAGTATGGATTCTCAAACTAGGGCTTTAAATATC
17:47034834:- 17:45532751:+ Incrna,resiprokal . CTTCGTGATT*TTTTTTTTGGCATGAAAACTTGTAAGACCA
(LncRNA) (LncRNA) yeni flizyon
CTGGTGGGCTCTGTACAAAG
muhtemelen CTCCTGCCTCAGCCTCCCGAGTAGCTGGAATTATAGGCGT
BR3219 (TSS DFFA 1:150731249:- 1:10460105:- resiprokal eni fiizyon GCACCACCAC*GCCCGGCTAATTTTTGTATTTTTAGTAGA
v YO GACAGGGTTTTGTCACATTGG
TTAGAGTGGTAGGCAATGTTTTACACTATTGACCTTATAT
Incrna,onkogen, muhtemelen
MALAT1 TLN1 11:65504093:+ 9:35721172:- Kanser eni fiizyon AGGGAAGGGA*TTATCATCAGAGTAAAAATAAGAGACTT
v v CCTAAATGATATGTATTTGAAA
CAGCCTGGCCAACATGGTGAAACCCTGTCTCTACTAAAAA
onkogen,kanser, muhtemelen
BCL2 NSD2 18:63274450:- 4:1886348:+ . TACAAAAATT*AGGTGTGCACCACTATGCCCAGCTAATTT
tumor yeni fiizyon
TTGTATTTTTAATAGAGACAG
CAGCCTGGCCAACATAGCGAAACCCCATCTCTACTAAAAA
onkogen,kanser, muhtemelen
MRRF NSD2 9:122305263:+ 4:1886348:+ o TACAAAAATT*AGGTGTGCACCACTATGCCCAGCTAATTT
tumor yeni flizyon
TTGTATTTTTAATAGAGACAG
muhtemelen GCAAGAAAGAGTGAAAGAGATACCCATGCATAGAATTTT
CDKé USP11 7:92755873:-  X:47236604:+  onkogen,kanser eni fiizyon TAAACCGGGCA*TCAAACACAAATCAGACACAAGAGAAA
v ¥ ACTAGAAGACAGAAAATAAAGAA
muhtemelen CAAGGATCTAGAAGCAGAAATACCATTTGACCCAGCAAT
BR2032D DA750114 SFT2D2 9:106170399:+ 1:168247725:+ resiprokal eni fizvon CCCATTACTGG*TTCTAGATCCTTGAGGAATCGCCACACT
v YO GTCTTTCACAATGGTTGAACTA
TCCTGAATGACTACTGGGTACATAACAAAATGAAGGCAG
AC011346.1 . muhtemelen
TBC1D32 5:148329731:- 6:121270112:- Incrna,resiprokal e AAATAAAGATG*TGCTTTGAATGTGTCCCAGAGATTCTGG
(LncRNA) yeni flizyon
TATGTTGTGTCTTTGTTCTCGT
muhtemelen TTGTTTGATTTTTTCTTGTAAATTTGTTTAAGTTCTTTGTAG
FARSB XACT 2:222589632:- X:114021979:- Incrna eni fiizyon ATTCTGGA*TCAAACAACCCCATCAAAAAGTGGGCAAAG
v YO GATATGAACAGACACTTCTC
muhtemelen TCGGCGCGGCAGCTCTCACCTGGAATCCCAGCACTTTGG
PCYT1A H6PD 3:196214235:- 1:9271203:+ yeni fiizyon GAGGCCGAAGC*GGATTACAGGCGGGAGCCACCATGCCT

GGCCAGAACAAATGCCTTTTTAA
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5. TARTISMA

Over kanseri, jinekolojik kanser tiirleri arasinda malignite ve mortalite orani
yiiksek olan ve en sik goriilen ikinci jinekolojik kanserdir. Geg¢ tan1 ve kemoterapiye
direncin gelismesi basarili tedavinin Oniindeki en biiyiikk engellerdir. Genomik ve
transkriptomik ¢aligmalar, su anda biiyiikk 6lgiide p53 ve BRCAL/2 ile sinirlandirilmig
smirli sayida Oncii mutasyonu tanimlamayi basarsa da tedaviyi belirlemek igin
kullanilabilecek ongoriicii kaliplar1 tanimlamak igin genel olarak yetersizdir. Mevcut
over kanseri biyobelirtegleri olan CA125 ve CA15-3, dokuda protein seviyesi ¢ok
yiikseldikten sonra kanda tespit edilen markerlar olduklar1 igin erken evre timor
marker: olarak kullanilamamaktadir. Bu markerlara alternatif daha erken evrede timor
tespiti yapan, tanida, tedavide ve tedavi takibinde kullanilabilecek over kanserine 6zgii

molekiillere ihtiya¢ vardir.

Calismada BRCA1 gen mutasyonu tasiyicist olan ancak sadece birinin over
kanserine yakalandigi ve dolayisiyla fenotipik olarak diskordant monozigotik
kardeslerin ve diger saglikli kardesin over dokularina ve periferik kan 6rneklerine ait
RNA oOrnekleri yeni nesil dizilime teknolojisi kullanilarak transkriptom sekanslama
yontemi ile genomda ifade edilen tiim RNA molekiillerinin miktar1 ve ¢esidi es zamanlh
olarak arastiritlmis ve fenotipik farkliliga yol agan genetik degisiklikler degerlendirilerek
bu degisikliklerin over kanserinin etiyolojisi, diyagnozu ve prognozundaki olasi rolleri
degerlendirilmistir. Calismada ekspresyon degisim oranlar ( fold change-log2fc ) over
kanseri i¢in oldukc¢a bilinen ve yaygin kullanilan tiimér markerlar1 MUC16/CA125 ve
MUC1/CA15-3’iin ekspresyon seviyeleri baz alinarak filtrelenmistir. Ekspresyon

degisimi gosteren genler, 3 karsilastirma grubunda degerlendirilmistir.

Calismadaki Grup 1 karsilastirmasinda, MUC16/CA125 ekspresyon seviyesine
gore yapilan filtreleme baz alinarak yapilan incelemede over timor dokusunda saglikli
dokulara gore ekspresyonu degisen 101 gen, oncelikle mitokondriyal genler,
snoRNA’lar, ADAMTS genleri olmak iizere 3 farkli grupta degerlendirilmistir. Bu
incelemede dikkat ¢eken ilk grup mitokondriyel genlerdir. Bilindigi tizere mitokondri,
oksidatif fosforilasyon yoluyla enerji iiretimi, hiicre oliimii, kalsiyum seviyeleri
kontrolii, lipid homeostaz1 ve metabolik hiicre sinyallemesi dahil olmak iizere hiicre i¢i

operasyonda onemli roller iistlenen sitoplazmik organeldir. Mitokondriyal DNA'nin
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(mtDNA) niikkleer DNA’ya kiyasla degisikliklere daha duyarli oldugu iyi bilinmektedir.
Bu degisiklikler mitokondriyal disfonksiyona neden olabilir ve bu da DNA onarim
kusurlarina bagli hiicresel deregiilasyonu agiklayarak kanser gibi farkli hastaliklarin
gelismesine neden olabilir. Kanserin ayirt edici 6zelliklerinin (hayatta kalmak ve
cogalmak icin tiimor tarafindan kazanilan yetenekler) her ikisi de mitokondriyal
islevlerle dogrudan iliskili olan enerji deregiilasyonu ve hiicre liimiinden kaginma
Ozellikleri olmasi dikkat ¢ekmektedir. Aslinda, birgok ¢alismada, mtDNA instabilitesi
ve heteroplazminin farkli kanser tiirleri ile bir iliskili oldugu gosterilmistir [106].
Calismamizda hastaya ait timor dokusu 6rneginin hem diger saglikli over dokulariyla
kiyaslanmast hem de hastanin kendi periferik kan dokusu ile kiyaslanmasi sonucunda
MT-RNR1, MT-RNR2, MT-TV, MT-ND4L, MT-TY, MT-CO2, MT-TL1, MT-TM, MT-
CO1, MT-TK, MT-TQ, MT-TD, MT-TR, MT-TM, MT-TI mitokodriyal genleri basta
olmak iizere birgok farkli gende yiiksek diizeyde ekspresyon artisi gozlenmistir.
Ekspresyon artis1 gosteren mitokondriyel genlerin bazilarinda artan bu ekspresyon
durumu, yapilan farkli ¢alismalarda da ortaya konmustur. Ornegin LaShanale Wallace
ve ark. tarafindan kolorektal kanserli vakalarla yapilan bir ¢alismada, MT-RNR1, MT-
ND1, MT-CO1, MT-ATP6, MT-ND6, ve MT-CYB olmak {izere alti mt geninin
adenopoliplerin  malign lezyonlara doéniisiimiinde yiiksek expresyon gosterdigi
saptanmig ve bu timdrlerde s6z konusu mt genlerinin potansiyel olarak kritik 6neme
sahip olduklarin1 vurgulamiglardir [107]. Benzer bir ¢aligma Piotr Bragoszewski ve ark
tarafindan over kanser dokularinda yapilmis ve ayni sekilde bu alt1 transkriptin i¢inde
ozellikle MT-RNRL1'in ekspresyonunun, kemoterapiye karsi timér duyarliliginin bir
prediktorii olarak kullanilabilecegini ortaya ¢ikarmistir [108].

Calismada tiimordeki ekspresyon degisimi ile dikkat ¢eken diger bir gen grubu,
snoRNA genleridir. Kii¢iik niikleolar RNA olan snoRNA’lar, okaryotik hiicrelerin
niikleollerinde yaygin olarak bulunan kiiciik bir kodlamayan RNA tiiriidiir. 0-300 nt
uzunluga ve korunmus yapisal unsurlara sahiptirler. Fonksiyonu esas olarak ribozomal
RNA'nin dioksimetilasyonunu ve yalanci urasilizasyonunu baz eslesmesi yoluyla
yonlendirmekle birlikte, snoRNA'nin SnRNA, tRNA ve mRNA'nin posttranskripsiyonel
modifikasyonunda rol oynadigina dair bulgular da mevcuttur [109]. Diger baska
kanitlar, snoRNA'larin bir¢ok tiimoriin - karsinojenezinde onemli rol oynadigini
gostermektedir. Bu kanitlardan biri SNORA42 aktivasyonunun, akciger timor

olusumunda onkogenik bir role sahip olabilecegini ve malignite i¢in potansiyel tanisal
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ve terapotik hedefler saglayabilecegini belirtmislerdir [110]. Baska bir ¢alismada Cui ve
ark. insan pankreatik duktal adenokarsinom (PDAC) dokularinda artan SNORA23
ekspresyonunun, PDAC hiicrelerinin hayatta kalmasimi ve istilasini tesvik ettigini
belirtirken [111] ; Yoshida ve ark. SNORA21’in kolorektal kanserlerde prognostik bir
biyobelirteg niteligi tasiyan anahtar bir onkojenik snoRNA olarak tanimlamiglardir
[112]. Sekanslama teknolojisinin gelismesiyle birlikte, gittikce daha fazla veri,
SnORNA'nin anormal bir sekilde diizenlendigini ve Kanserlerde islev gordiigiini
gostermektedir.  Bununla birlikte, over kanserinde snoRNA'larin fonksiyonel
mekanizmalar1 ve klinik degerleri heniiz yeterince anlagilmamistir. Calismamiz ile ilk
defa over timor dokularinda saglikli dokulara gore yiiksek ekspresyon gosterdigi
belirlenen SNORAG63, SNORA26, SNORA21, SNORA21B, SNORA62, SNORA14A,
SNORA71A ve SNORAT74 genlerinin, over kanseri igin 6nemli bir biyolojik belirteg
olma potansiyeli bulundugu diistintilmektedir. Bu nedenle s6z konusu genlerin
gelecekte yapilacak olan biiyiik 6lgekli ¢alismalarda incelenmesi gerekmektedir. Ayrica
SNORAG63’iin over kanserli vakada sagliklilara gore kanda diisiik, dokuda yiiksek
ekspresyon gostermis olmasi, bu genin tanida ve tedavi takibinde potansiyelinin

oldugunu ve arastirilmasi gerektigini gostermektedir.

Calismada ekspresyon degisimi gosteren gen gruplarindan biri de ADAMTS
genleridir. ADAMTS (Trombospondin motifli bir Disintegrin ve Metalloproteinaz)
ailesi, doku morfogenezi, inflamasyon, anjiyogenez ve kanser dahil olmak iizere gesitli
biyolojik ve patolojik siireglerde rol oynadigi bulunan 19 ¢inko metaloproteazi igerir.
Bugiine kadar, 19 iiyeden 10'unun kanser olusumunda timdor baskilayici veya onkojen
olarak dahil oldugu dogrulanmistir. Aym1 ADAMTS molekiillerinin  farkli
mikrogeverede tiimorogenez tizerinde farkli etki gosterdigi bilinmektedir [113]. Son
zamanlarda edinilen bilgilere dayanarak, ADAMTS5 ’in normal fizyolojik olaylarin yan
sira kanser gibi patolojilerde de 6nemli roller oynadigi anlasilmigtir. ADAMTS5'in asagi
reglilasyonunun veya hipermetilasyonunun, fare melanomunda, insan hepatoseliiler
karsinomunda (HCC) ve insan kolorektal kanserinde tiimor baskilayici fonksiyonunu
inhibe ettigi bildirilmistir. Buna karsin insan glioblastomalarinda ADAMTS5'in asir1
ekspresyonu bildirilmistir ve hiicre invazyonunu uyardigi belirtilmistir. Bu nedenle,
ADAMTS5 muhtemelen farkli rollere sahiptir ve/veya gesitli timorlerde farkli molekiiler
mekanizmalarda yer aldig1 goriilmektedir [114]. Aihong Wang ve ark yaptig1 caligmada,
ADAMTS9-AS2 ekspresyonlarinin over kanser dokularinda ve hiicre hatlarinda diisiik
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oldugu gosterilmistir [115]. Calismamizda da ADAMTS5, ADAMTS4, ADAMTS1 ve
ADAMTS9-AS2 ekspresyonunun timor dokusunda saglikli dokuya kiyasla 3 kattan fazla
diizeyde diistik oldugu tespit edilmistir. Over kanserli dokuda bu aileye ait 4 {iyenin

diisiik ekspresyonu, epitelyal over kanseri prognozu ile iliskilendirilmistir.

Calismamizda Grup 1°de yapilan karsilastirmada, timor dokusunda saglikli
over dokusuna gore ekspresyonu yiiksek olan genler MUC16/CA125 ve MUC1/CA15-3
seviyesinde ekspresyon gosteren diger kodlayan genler olarak ayri1 bir grupta
incelenmistir. Bu gruptaki genlerden sirasiyla bahsedecek olursak; ilki WFDC2, diger
adiyla [nsan Epididim Proteini 4 (HE4), over malign tiimérlerinde yiiksek ekspresyon
seviyesi ile teshiste degerlendirilen bir biyobelirtegtir. Cesitli algoritmalarda, farkli esik
degerleri ile HE4 ve CA125 seviyelerinin kombinasyonunun degerlendirilmesi, malign
Kitlenin benign lezyonlardan ayrilmasinda ve tedavi takibinde onemli olacag:
bildirilmistir [116]. Gruptaki genlerden bir digeri olan SLC34A2, tip 1l Na/Pi ortak
tastyict olan NaPi2b'yi kodlayan ¢oziinen tasiyici gen ailesinin bir iyesidir. NaPi2b,
transseliiler inorganik fosfat absorbsiyonundan, fosfat homeostazinin siirdiiriilmesinden
ve tiimorogenezden sorumlu olan ¢oklu transmembran sodyum-bagimli bir fosfat
tastyicisidir.  Over kanserinde ve kiiciik hiicreli olmayan akciger kanserinde,
SLC34A2'nin artmig ekspresyonu bildirilmistir [117]. Meme kanseri ¢alismalarinda,
yiiksek SLC34A2 ekspresyonu, biiyiikk timor boyutu, ilerlemis T durumu ve kisa
sagkalimi ile iliskilendirilmistir. SLC34A2 baskilanmis glioma ¢alismasinda, timorin
EMT durumunun da baskilandigi ortaya ¢ikarilmis [118]; meme kanseri kanser kok
hiicrelerinde yapilan ¢alisma ile de tiimor hiicrelerinin kiigiik bir kisminin, tiimérijenik
potansiyeli harekete geciren kendi kendini yenileme kapasitesinin korunmasina da katk1
sagladigr belirtilmistir [117]. Calismamizda saglikli over dokusuna gore timor
dokusunda ekspresyonu yiiksek olan bir diger gen MAL2’dir. Cok sayida kanser
tirtinde, gen kopya sayisindaki artiglarla baglantili olarak MAL2 asir1 ekspresyonuna
iliskin sik raporlar, asirt MAL2 ekspresyonunun bir epifenomen oldugunu savunmakla
birlikte, meme kanserindeki bir calisma ile MAL2'nin MUC1 onkoproteinine baglandig:
da gosterilmistir [119]. Jennifer A. Byrne ve ark tarafindan yapilan bir ¢alismada over
karsinomunda, ozellikle seréz tiimorlerde MAL2 asirt ekspresyonu vurgulanmis, over
karsinomlarinda sik sik asiri ekspresyonu, iyi huylu ve simir lezyonlarda disiik
ekspresyonu ile birlikte, MAL2'nin hastaligin saptanmasina ve/veya izlenmesine

yardimct olmak igin yararli bir isaret bileseni olabilecegi belirtilmistir [120]. Bu
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gruptaki genlerden bir digeri olan SLPI hem over hem de meme kanserinde upregiile
olan bir serin proteaz inhibitér proteindir. SLPI, kismen MMP-9 salinimimi zayiflatan
serin proteaz inhibitor aktivitesi ile over kanseri invazyonunu modiile eder. Bununla
birlikte, MMP-9'un, proteaz inhibisyon aktivitesinden bagimsiz olarak SLPI
indiiksiyonu, pro-invazif davranis gelistirecek kadar net ve biiytiktiir. Bu bulgular ayrica
SLPI'yi over kanseri i¢in molekiiler bir hedef olarak desteklemektedir [121]. SLPI’nin
ayrica ERK yolag ile paklitaksel ilacina direng saglamada da etkili oldugu bildirilmistir
[122]. Bu gruptaki genlerden ACTAL geni, hiicre hareketliligi, yapis1 ve biitiinligiinde
rol oynayan yiiksek oranda korunmus proteinler olan aktin protein ailesine ait bir
protein kodlar. ACTAL geninin oral epitel displazisinde ve bas ve boyun yass1 hiicreli
karsinomda (HNSCC) anormal sekilde ifade edildigi ve HNSCC hastalarinin agresifligi
ile iligkili oldugu bildirilmistir [123]. Literatiirde ACTAL1’in over kanserindeki durumu
ile ilgili bir bilgi bulunmamaktadir. Reaktif oksijen tiirlerini (ROS) ve diger zararh
oksidasyon fiirtinlerini temizleyerek hiicreleri korudugu igin alternatif olarak hiicresel
stres tepkisi (CSR) geni olarak adlandirilan SCARA3’tin, oksidatif stres ile
ekspresyonunun indiiklendigi  bildirilmistir  [124]. Ayrica meme kanseri ile
karsilastirildiginda over kanserinde/primer peritoneal karsinomlarda asir1 eksprese
edildigi belirtilmistir[125]. Siki baglantt proteini ve hiicre polaritesinin, hiicresel
diizenlemenin, adezyonun, paraselliler tasimmanin ve ¢esitli epitellerin iyonik
gecirgenliginin korunmasinda 6nemli roller oynayan Claudin 16 (CLDN16) geninin,
meme kanser dokularinda komsu normal dokulara kiyasla yiiksek diizeyde ekprese
edildigi bildirilmistir [126]. COX6B1 ekspresyonunun polikistik over sendromlu
vakalardan elde edilen oosit hiicrelerinde saglikli hiicrelere gore yiiksek oldugu
bildirilmistir [127]. Ancak bu gen ile ilgili over kanserinde yapilmis bir ¢alisma

literatiirde yer almamaktadir.

Calismamizda bu grup 1 karsilagtirmasindaki genler arasinda hastanin timor
dokusunun monozigotik ikizinin saglikli over dokusuyla birebir karsilastirmasiyla da
one cikan CP, MAL2, CDH6, PODXL, SCNN1A, SLC2A1, EHF, CD24, BTLA, CCND1,
CLU ve PGRMC1 genlerinin tiimordeki yiiksek ekspresyon seviyeleri oldukga dikkat
cekicidir. Bu genlere bakildiginda CP, MAL2, PODXL, SCNN1A, SLC2A1 ve
CLU’nun CA125 ve CA153 gibi hiicrenin ekstraselliiler bolgesinde rol oynadigi GO
analizi ile de ortaya cikarilmistir (bknz Tablo 4-18). Tarafimizca tespit edilen bu bulgu

over kanseri igin biyomarker potansiyeli tasidigindan over kanserine spesifik bu
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durumun gelecekte biiyiik 6rneklemlerde calisilarak biyomarker potansiyelinin ortaya
cikarilmasi gerekmektedir. Buradaki diger genlerden biri olan ve hiicre-hiicre adezyon
molekiillerinden biri olan CDH6 (Kaderin 6)’nin integrinler ile birlikte kanser
invazyonunun ve metastazinin diizenlenmesinde kritik bir rol oynadigi bilinmektedir.
Son ¢aligmalar, CDH6’nin otofajiyi kisitlayarak EMT’yi ve metastaz1 destekledigini
gostermektedir [128] [129]. Bu bulgular CDH6’nin gastrointestinal tiimorler,
jinekolojik tiimorler ve melanoma gibi kanserlerde terapotik hedef olabilecegini
diisiindiirmektedir. Timordeki yiiksek ekspresyon seviyesi ile one ¢ikan bir diger gen
EHF genidir. Literatiirde hem over dokusunda saglikli dokular ile kiyaslanarak yapilan
ekspresyon calismalart hem de yine over kanser hiicre hatlar1 t{izerinde yapilan
caligmalar, EHF yiiksek ekspresyonunun, ser6z over kanserinde zayif sagkalim ile
iligkili oldugunu [130] gostermektedir. Bundan baska, EHF’nin over karsinomunun
malign mezotelyomadan ayirici tanisinda da kullanilabilecegi prognostik bir belirteg
potansiyelinin oldugu vurgulanmaktadir [131]. Calismamizda tiimorde yiiksek
ekspresyon gosteren CD24 geninin, yapilan GO analizinde hiicrenin plazma zarinda
bulundugu ve hiicresel farklilasma gibi hiicresel siireclerde rol oynayan bir protein
kodladig1 gosterilmistir. Literatiire gére, CD24 geninin i¢inde over kanserinin de oldugu
bir ¢ok tiimoér dokusunda yiiksek eksprese oldugu bilinmektedir. Ayrica son ¢aligsmalar
s6z konusu molekiiliin over kanserinde terapotik hedef potansiyeli oldugunu da
vurgulamaktadir [132]. BTLA geninin ise over tiimor hiicrelerinde komsu saglikli
dokulara kiyasla yiiksek ekspresyon gosterdigi ve son ¢alismalarda da yiiksek miR32 ile
BTLA’nin baskilanmasi sonucunda over kanseri hiicrelerinin proliferasyonunun ve
metastazinin inhibe edildigi bildirilmistir [133]. Over hiicreleri tarafindan eksprese
edilen progesteron reseptér membran bilegeni-1 (PGRMCL), over tiimor hiicrelerinde
de yiiksek ekspresyon gosterdigi, hiicrelerin hayattta kalmasini destekleyen, apoptozu
engelleyen siireglerde rol oynadigi bilinmektedir [134]. Buna ek olarak bu gendeki
yiiksek ekspresyonun, over tiiméorlerinde kemodireng ile iliskili oldugu da bildirilmistir
[135].

Calismamizda dokuda diigiik ekspresyon gosteren genler arasinda (Grup 1
karsilastirmasi), yine hastanin tiimor dokusunun monozigotik ikizinin saglikli over
dokusuyla bire bir karsilastirmasinda da EIF1B, MAP3K5, FIBIN, GSTA4, POLR3GL,
PDGFD ve ITCH diisiik ekspresyon seviyeleri ile dikkat ¢cekmektedir. Yapilan GO

analizine gore bu genlerin oksidatif strese karsi gelistirilen hiicresel yanitta, hiicre
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Olimiinlin pozitif diizenlenmesinde, apoptotik siireclerde, reaktif oksijen tiirlerine
tepkide, hiicre igi sinyal iletiminin diizenlenmesinde, l6kosit hiicre goclinde, hiicre
¢ogalmasimin negatif diizenlenmesinde gorev aldigi belirlenmistir (Bknz Tablo 4-19).
Bu genlerden GSTA4’tin over adenokarsinom hiicre hatlarinda sisplatine direngte

yiiksek ekspresyon seviyesi gosterdigi bildirilmistir [136].

Calismadaki Grup 2 karsilastirmas: sonucunda, hastanin kan 6rneginde diger
sagliklara ait kan O6rneklerine kiyasla yiiksek ekspresyon gosteren genler arasinda, ikizi
ile birebir karsilastirmada da 6ne ¢ikan CXCL8, EGR1, NR4A2, JUN, NAMPT, DUSP2
ve RGS1 yiiksek ekspresyon seviyeleri ile dikkat ¢ekmektedir. Burada yiiksek
ekspresyon gosteren bu genler GO ve KEGG analizleri ile de gosterildigi gibi NF-kappa
B sinyal yolagi, TNF sinyal yolagi, IL-17 sinyal yolagi olmak iizere bir¢ok sinyal
yolaginda rol oynamaktadir (bknz Tablo 4-21). Ayrica NR4A2'nin kanda yiiksek tiimor
dokusunda diisiik ekspresyon gosterdigi gozlenmistir. Literatiire bakildiginda, genel
olarak NR4A'larin (niikleer reseptor 4A) , TGFB3 ve SMAD3 dahil olmak iizere
profibrotik faktorlerin ifadelerini ve hiicre dis1 matrisin anahtar bilesenleri olan birkag
kolajeni diizenledigi [137]; NR4A2’nin glioblastomlarda pro-onkojenik oldugu ve
dolayisiyla bu reseptorii eksprese eden tiimorlere sahip hastalar i¢in potansiyel terapotik
hedef olabilecegi bildirilmistir [138]. Over kanserli vakanin kaninda yiiksek, dokuda
diisiik ekspresyon gosterdigi tespit edilen fosfataz DUSP2/PACL’in, ser6z over
kanserinde MAPK’nin negatif diizenleyicisi oldugunun belirlenmesi [139],
caligmamizdaki diisik MAPK ekspresyonunun nedenini gostermektedir. Yiiksek
ekspresyon gosteren bir diger gen NAMPT genidir. NAD+ {iretimini arttirarak kanser
kok hiicrelerinin artisina neden olan bu genin inhibisyonunun EOC’da platin bazli KT
ile indiikklenen CSC’lerin baskilanmasina neden olmaktadir [140]; ayrica bu genin
BRCAL fonksiyonunun olmadigi over kanseri hiicre hatlarinda yiiksek ekspresyona
sahip oldugu gosterilmistir [141]. Tiim bu bilgilerin, bizim sonuglarimizla da uyumlu

oldugu goriilmektedir.

Kandaki diisiik ekpresyon durumu ile Clorf74 ve U3/SNORD3A genleri bu grup
icinde dikkat cekmekte olup literatiirde kanserdeki rolii ile ilgili az bilgi bulunmaktadir.
Bu bulgular esliginde kan glikoz metabolizmasinda rol oynadigi bilinen Clorf74’iin
over kanserindeki 6nemi gelecekte genis over kanser kohortlarinda arastirilmasi
gerektigini distindiirmektedir. Buradaki bir diger gen olan U3/SNORD3A bir
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snoRNA’dir ve birkag ¢alismada iligski i¢inde oldugu diger molekiiller ile birlikte
kanserde ilag direncinin gelismesinde rol oynadigi gosterilmistir [142] [143].

InNcRNA’larin, kanserin gelisimi ve ilerlemesinde rol oynayan yeni bir oyuncu
smifi oldugunu gosteren ¢ok sayida arastirma, kanserlerde bu transkriptlerin siklikla
anormal bir sekilde ifade edildigini ve bazilarmin néroblastoma, prostat, meme, over,
mide ve kolorektal kanser ve multipl miyelomda tan1 ve prognozla iliskilendirildigini
gostermektedir [144]. Kanserde spesifik ekspresyonu nedeniyle IncRNA'lar, kanseri
teshis etmek veya hastanin yasam siiresini tahmin etmek amaciyla kullanilabilecek
molekiiller haline gelebilir. Bu nedenle, over kanserinde spesifik olarak eksprese edilen
cesitli InNCRNA'larin tanimlanmasi, over kanseri hastalari icin tahmin edici ve prognostik
degere sahip olabilir. Calismamizda tiim gruplarda tespit edilen LncRNA’larin hastalik
ile iligkisi Incdatabase tizerinden tespit edilmis ve bu veri tabanina gore heniiz over
kanseri ile iliskisi arastirllmamis olan ve Ensembl, NCBI-Gene veri tabanlarinda yeni
transkript (novel) olarak yer alan dokuda 17, kanda 8 tane IncRNA tarafimizca
saptanmistir. Dokuda tespit edilen bu 17 novel INCRNA’nin 2 tanesinin tiimorde yiiksek
ekspresyon gosterdigi; 15 tanesinin ise diisiik ekspresyon gosterdigi tespit edilmistir.
Hastanin periferik kaninda tespit edilen 8 novel INCRNA’nin ise 3 tanesinin yiiksek
ekspresyon gosterdigi; 5 tanesinin diisiik ekspresyon gosterdigi tespit edilmistir. Burada,
ilk defa bu ¢alisma ile ortaya konan toplam 25 novel IncRNA ile Incdatabase’e gore
heniiz over kanseri ile iliskisi bilinmeyen toplam 34 IncRNA dikkat ¢ekmektedir.
Kanserdeki 6nemi diisiiniildiigiinde bu molekiillerin epitelyal over kanserinde marker
molekiiller olabilecegi, hedef molekiillerinin ve hastalik ile iligkili potansiyellerinin

biiyiik 6rneklemlerde arastiritlmasi gerektigi ortaya koymaktadir.

Calismamizda 3 karsilastirma sonucunda, dokuda ve kanda onemli seviyede
ekspresyon degisikligi gosteren miRNA’lar tespit edilmistir. Bilindigi tizere miRNA’lar
mRNA’lar1 hedef alarak gen ekspresyonunu diizenleyebilen 19-24 niikleotid
uzunlugunda kiigiik kodlanmayan diizenleyici RNA’lardir. Bu RNA’larin baz sayisi
olarak, olusturulan cDNA kiitiiphanesinin altinda kalacag: diisiintildiigiinde tespit edilen
mMIRNA larin mature miRNA olmadigi ‘stem-loop’ olarak adlandirilan 6nciil transkript
tizerinden tespitlerin yapildig1 diisiiniilmiis, mirbase database tizerinden de kontrol
edilerek dogrulanmistir. Bu sekilde 9 o6nciil miRNA(pri-miRNA) tespit edilmis,
bunlarin i¢inde anlamli seviyede (log2fc>2 ve p<0.05) MIR1206 ve MIR4256’nin
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timor dokusunda saglikli dokulara kiyasla yiiksek ekspresyon gosterdigi; MIR611,
MIR3648-1, MIR3648-2 ve MIR4761’in diisiik ekspresyon gosterdigi tespit edilmistir.
Hastanin periferik kan dokusunda ise saglikli kan o6rneklerine kiyasla MIR616 ve
MIR6821’in ekspresyonunun arttigi; MIR4718’in ise diisiik ekspresyon gosterdigi
belirlenmigir. Bu miRNA’lara sirasi ile bakacak olursak: miR1206’nin mirBase’e gore
belirlenmis olan hedef genleri arasinda BRCAL yolaginda da yer alan BARD1, NBR1,
BRCC3, RAD51, RBBP8 ve NBN genleri bulunmaktadir. Ayrica MIR4256 da aymi
sekilde dokuda yiiksek ekspresyon gostermektedir ve hedef genleri arasinda yine
BRCAI1 yolaginda yer alan RAD51 ve MRE11A bulunmaktadir. Hastalik patogenezinde
mevcut BRCAL disfonksiyonuna ek olarak hastada DNA tamir genlerinden olan bu
genlerin de mMRNA’larinin bu miRNA’lar araciligiyla baskilanmasi, over kanseri
acisindan diskordant olan bu aile bireylerindeki fenotipik farkliligin altinda yatan

nedenler arasinda yer alabilecegini diisiindiirmektedir.

Hastanin kaninda sagliklilara gore ekspresyon artis1 gésteren MIR616’nin yakin
zamanda kanser iligkili miRNA olarak tanimlanmasinin [145] ardindan over kanserinde
yapilan ¢aligmalarda over kanserli dokularda miR616’nin yiiksek ekspresyon diizeyinin,
EMT, invazyon ve metastazda 6nemli rol oynadigimi gostermistir [146]. Calismamizda
da yakin bolge metastazina sahip hastamizin kanindaki yiiksek ekspresyon seviyeleri
hastalik ile iligkili bulunmustur. Ayrica kanda yiiksek diizeyde bulunmasinin hastaligin
takibinde de kullanilabilecek prognostik bir marker olma olasiligini akla getirmektedir.
Kandaki ytiksek ekspresyon seviyesi ile dikkat ¢eken bir diger miRNA olan MIR6821
daha once Alzhemier hastaliginin beyin iizerindeki etkisi ile literatiirde yer almis [147],
kanserle iliskili olarak ilk defa bizim ¢alismamizla over kanseri ile iligkili oldugu tespit
edilmistir. Over kanser vakasina ait periferik kanda yiiksek diizeyde tespit edilen
MIR6821’in over kanseri i¢in erken tanida ve hastaligin prognozunda kullanilabilecek
bir biyolojik belirteg olma potansiyeli gelecekte overin benign hastaliklarin1 da

kapsayan biiyiik ¢alisma gruplarinda arastirilmalidir.

Tiimor dokusunda diisiik ekspresyon degeri ile dikkat ¢eken MIR4761’in hedef
genlerine bakildiginda [148], BRCAL iliskili gen olan BRAP’mn oldugu goriilmiistir.
Literatiirde heniiz bu miRNA ile iligkili bir ¢calisma bulunmamakla birlikte, ilk defa
bizim c¢alismamiz ile over kanser dokusundaki diisiik ekspresyon durumu ortaya

cikarilmigtir. Bu miRNA’nin BRCA1 ile iligkili durumundan dolayr over kanseri



86

patogenezindeki roliiniin hedef genleri ilizerinden arastirilmasi gerektigi sonucuna

varilmgtir.

Calismamizda over kanserli hastaya ait kan orneginde sagliklilara gére 6nemli
seviyede diisiik ekspresyon gosteren MIR4718’in, hepatit-C enfeksiyonu sonrasinda
gelisen hepatoselliiler karsinomda da diisiik ekspresyon gosterdigi, bu durumun da
tekrarlayan kanserde hiicre proliferayonunda ve apoptozdan kagista etkili oldugu
bildirilmistir. Bu  miRNA‘nin over kanserindeki durumu ilk defa bu calisma ile
gosterilmistir. Bu molekiiliin de over kanserinin erken tanisinda kullanilabilecek bir

molekiil olup olmadiginin gelecek ¢alismalarda aragtirilmasi gerekmektedir.

Prostat kanser dokularinda yiiksek MIR3648-1 ekspresyonun bir timor siipresor
gen olan APC2’yi baskiladigi; dil skilamoz hiicreli karsinomda yapilan bagka bir
caligmada da yiiksek MIR611 ekspresyonunun FOXN3’ii baskilayarak invazyon ve
metastaza neden oldugu bildirilmistir [149]. Calismamizda bu miRNA’larin hastada,
saglikli doku ve kan Orneklerine gore yiiksek diizeyde farklilik gostermis olmasi,
oneminin biiyiilk hasta gruplarinda c¢aligilarak ortaya ¢ikarilmas: gerektigini

gostermektedir.

Calismamizda flizyon gen analizi de yapilmis olup buradan elde edilen sonuglar
Tablo 4-22’de verilmistir. Burada her bir 6rnege ait transkriptler, birkag farkli fiizyon
analiz programinda analiz edilmis ve son olarak Fusioncatcher [105] programindaki
analiz sonuglarina gore, drneklerde IncRNA fiizyonlarinin oldukga fazla oldugu tespit
edilmistir. Tespit edilen tiim fiizyonlar, literatiirde daha dnce yer almayan ve program
tarafindan da “muhtemel yeni fiizyon” olarak degerlendirilmis olan fiizyonlardir. Bu
sonuglara gore, her 6rnekte kendine 6zgii flizyonlar bulundugu, over dokusunda tespit
edilen 2 flizyonun ( AC084782.1(IncRNA)-NEATL1 (IncRNA) ve HDAC7- SLC48A1)
over kanseri etiyolojisi ve tanisinda Onemli olabilecegi ve bu nedenle ileri ki

calismalarla arastirilmasi gerektigi sonucuna varilmistir.

Ozetle, BRCA1 mutasyonu iliskili epitelyal over kanseri patogenezinin, dogada
birbirine en yakin organizma olan monozigotik ikizler ile ikiz olmayan kardesinin ele
almarak incelendigi bu c¢aligmada, yeni nesil dizileme sistemi olan BGI-Seq500
platformunda, tim genomda eksprese olan molekiiller incelenmis ve bu molekiillerin
veri tabanlarindaki arastirmasi sonucunda bir kisminin literatiirde de yer aldigi bir

kismimin ise bu c¢aligma ile ilk defa ortaya kondugu gosterilmistir. Yapilan inceleme
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sonucunda 3 farkli grupta ekspresyon degisimi gosteren 66 protein kodlayan gen, 25
novel INcRNA, 9 miRNA ve 2 fiizyon transkriptin ekspresyon seviyelerindeki farklilik,
over kanseri ile iliskili aday molekiiller olarak belirlenmis ve prognostik, terapotik ve
tedavi takibindeki potansiyellerinin biiyiik hasta gruplarinda c¢alisilarak ortaya

cikarilmasi gerektigi sonucuna varilmistir.
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