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OZET

Giliniimiizde insanlarin miicadele ettigi en biiyilik zorluklardan biri kanserdir. Prostat
kanseri, diinya ¢apinda erkeklerde kansere bagli 6liim nedenleri arasinda en yiiksek
sirada yer alan erkeklerdeki kanserler arasindadir. Kanser arastirmalarinda 6nemli
hedeflerden biri miRNA'lardir. Bu tezin ana konusu, Ozellikle prostat kanseri
tedavisinde kanser tedavisinde olasi hedefe 0zgli tedavi icin mikroRNA'lar
gelecekteki hedef molekiiller olarak arastirmaktir. Tez kapsaminda, kétii ilerlemeye
sahip agresif prostat kanseri hiicreleri arasinda miRNA'larin ekspresyon
seviyelerindeki farkliliklar ve hedefe 6zgii bir terapi olarak segilen miRNA'larin nasil
secildigi tartisilmistir. Ayrica prostat kanseri etiyolojisindeki genetik farkliliklarin
degerlendirilmesi hem in vitro hem de in siliko yontemlerle arastirilmasi
hedeflenmistir. Kanser genom atlas programi (TCGA) ve mirBase gibi miRNA ile
ilgili veritabanlar1 kullanilarak detayli aramalar sonucunda hsa-miR-499a ve hsa-miR-
499b, miRBASE veri tabanindan toplanan verilere dayanarak 136 farkli literatiirde
atfedilen bir mikroRNA ailesi olarak bu tezin konusunu olusturmaktadir. Tez
kapsaminda ayrica konvansiyonel kemoterapi ajanlar1 olan cisplatin ve paklitaksel’in
yuksek metastatik 0zellikte PC3 ve PC3 p53+ hiicrelerindeki rolleri de incelenmistir.
Bu baglamda, prostat kanseri ile ilgili gelecekteki projeler icin 6n veri olarak

degerlendirilebilecek tezin sonuglari umut vericidir.



ABSTRACT

One of the biggest challenges people face today is cancer. Prostate cancer is among
the highest cancer death in men worldwide, cancers. One of the important goals in
cancer research is to search on the role of miRNAs in cancer. The main topic of this
thesis is to investigate microRNAs as future target molecules for target-specific
therapy in the treatment of prostate cancer. Within the scope of the thesis, differences
in expression levels of miRNAs and how miRNAs are selected as a target-specific
therapy were discussed. In addition, it was aimed to investigate the genetic secrets of
prostate cancer etiology by in vitro, in vitro and in silico methods. Learn about the
cancer genome atlas program (TCGA) and miRNA-related communications such as
mirBase hsa-miR-499a and hsa-miR-499b remove this thesis as a group of microRNAs
attributed in 136 different litratures based on data collected from the miRBASE
database. High metastatic features were examined in PC3 and PC3 p53 + cells. In this
context, the results of the thesis, which can be considered as preliminary data for

projects related to prostate cancer, are promising.
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1. GIRIS VE AMAC

Kanser 6nemli bir halk sagligi sorunu olup, 2025 yilinda yeni tani alan 17 milyon
kisinin olmasi beklenmektedir. Bu nedenle kanser tanisi, kanserli hiicrelerin
progresyonunun izlenmesi ve kanserin 6nlenmesine yonelik bir¢ok ¢alisma giincel bir
sekilde arastirmacilar tarafindan ylriitiilmektedir. Tez konusunu olusturan
mikroRNA'lar (miRNA) ve etkili olduklar1 kanser tiplerinde tanimlanan her sinyal
etkilesimi ileride gergeklestirilmesi muhtemel hedefe 6zgili terapi veya evde tani
sistemleri icin hedef molekller olarak énemlidirler. Tez kapsaminda ele alinan prostat
kanseri icin secili miRNA hedeflerinin nasil degistigi, kot progreasyona sahip agresif
prostat kanseri hiicreleri arasinda goriilen miRNA hedefleri icin ifade diizeyinde
farkliliklar aslen kanserin tedavisine ve anlasilmasma yonelik onemli sonuclar
saglamaktadir.Bu kapsamda ele alinan tez ¢aligmasinda, yliksek goriilme sikligina
sahip olan prostat kanseri secilmistir. Prostat kanseri 1rk, genetik yatkinlik, beslenme
gibi ¢ok faktorlii risk gruplar ile birlikte degerlendirilmektedir. Prostat kanseri
etiyolojisinde genetik farkliliklar 6zellikle agresif profile sahip kanserli hiicrelerde
hem in vitro hem de in silico yontemler ile degerlendirilmektedir. Tez kapsaminda
kanser atlasi (TCGA) verileri degerlendirilmis ve prostat kanserine ait alt veri
gruplarinda miR-499 hedef sinyal yolaklar1 ile birlikte degerlendirilmigtir. hsa-miR-
499a ve hsa-miR-499b miRBASE veri tabanina gore 136 farkl: literatiirde atfedilmis
bir mikroRNA ailesidir. Bu makalelerin hicbirisinde prostat kanserinde yer alan
mekanistik rolt, hedef genler ve bu genlerin etkili sinyal yolaklar1 konusunda bilgi yer
almamaktadir. Bu ¢alisma ile amacimiz miR-499 etkilesimde prostat kanseri icin etkili
sinyal yolaklariin tanimlanmasi, prostat kanseri hiicreleri igin miR-499 hedefinin
Ooneminin gosterilmesi, etkili oldugu mRNAlar ile ilgili olarak hedef sinyal
yolaklarinin tanimlanmasidir. Ayrica tez ¢alismasinda in vitro kiiltlir ortaminda PC3
dogal tip ve p53-/- hicreler ile ¢alisiimistir. Ancak COVID-19 pandemisi nedeni ile
tez calismasinda ilk kisimda elde edilen sonuglar in silico veriler ile

tamamlanabilmistir. Hlcre kultlri modelinde prostat kanseri hiicrelerinde cisplatin ve



paklitaksele olan apoptotik cevap modellenebilmis, her iki hiicre hattinda ilaglarin
etkisi hiicre sag kalimi1 ve canlilik agisindan gosterilebilmistir. Ardindan yapilan tez
caligmasi kapsaminda prostat kanseri hiicre serilerinden elde edilen in silico veriler
incelenmistir. Tez ¢alismast miRNA-mRNA etkilesimlerinin birden fazla algoritma
Uzerinde dogrulanmasi ve hedef sinyal yolaklarmin protein diizeyinde etkilesimlerinin
veri analizi lizerinden Ongoriilmesine yonelik bir icerik saglamaktadir. Bu kapsamda
tez calismasinin prostat kanseri ile ilgili ileride yapilabilecek projeler i¢in 6n veri

niteliginde degerlendirilebilecek sonuglart umut vaat etmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. KANSER

Istenmeyen kontrolsiiz hiicre boliinmesi olarak oldukga eski bir terim olan kanser
sOzciigii eski Yunancada yenge¢ kelimesinden tiirevlenmektedir[1]. Temel olarak,
normal bir viicut hiicresinin anormal sekilde gelismesine neden olabilecek herhangi
bir sey, kansere neden olabilir.[2]Kanserin ortaya c¢ikmasina neden olan bu
degisiklikler, ¢esitli etken maddeler ile tanimlanmakla birlikte proto-onkogenler,
timor baskilayici genler ve DNA onarim genleri olacak sekilde u¢ farkli gen grubunun
tizerindeki degisimler ile birlikte irdelenmektedir[3] . Proto-onkogenler, normal hiicre
blylmesi ve bélinmesinde rol oynayan onemli molekiler hedeflerdir. Bununla
birlikte, bu genler belirli sekillerde degistiklerinde veya normalden daha aktif
olduklarinda, kansere neden olan genler (veya onkogenler) haline gelebilirler, bu da

hiicrelerin biilyiimemesi ve hayatta kalmasini saglar[4] .

Tiimdr baskilayic1 genler ayrica hiicre biiyiimesi ve bdliinmesinin kontroliinde rol
oynar. Timor baskilayici genlerde belirli degisiklikler olan hiicreler, kontrolsiiz bir
sekilde boliinebilir [5]. DNA onarim genleri, hasarli DNA'nin sabitlenmesinde rol
oynar[6]. Bu genlerde mutasyona sahip hucreler, diger genlerde ek mutasyonlar
gelistirme egilimindedir. Bu mutasyonlar birlikte, hiicrelerin kanserli olmasina neden
olabilir[7]. Hiicreler ¢ogu zaman DNA'da meydana gelen bu hasarlar1 tespit edebilir
ve onarabilir, bdylece anormal olarak iiretilen hiicreler programlanmisg hiicre 6lumune
veya apoptoza ugrayacaktir[7]. Diger durumlarda, anormal sekilde iiretilmis hiicreler
hizla béliinecek ve sonunda insan viicuduna yayilacaktir. Kotii huylu hiicreler veya
timor hacreleri, normal viicut dokularina yayilabilir bu anormal sekilde iiretilmis
kanserli hiicreler olarak adlandirilan diger isimlerdir [8]. Bircok kanser ve kanser
dokusunu olusturan anormal hiicreler, prostat kanseri gibi anormal hicrelerin kdkenini

olusturan dokunun adiyla da tanimlanir [9].



Kanserli hiicreler bulunduklart yerlerden daha uzak dokulara gd¢gme yetkinligine sahip
olabilirler. Kanser yayildiginda, kanser hiicreleri ilk olustuklari yerden (birincil
kanser) ayrilir, kan veya lenf sistemi boyunca hareket eder ve viicudun diger
bolgelerinde yeni tiimorler (metastatik tiimorler) olusturur[10]. Metastatik tiimorler
primer olarak orjin aldiklar1 dokunun o6zelliklerini tasiyabilirler, ancak tohum ve
toprak hipotezine gore her gome egiliminde olan hiicre, bir noktada birikime
ugruyorsa, birikim gosterilen yerin bu hiicre ile uyumlu bir mikrogevre ozelligi
gosterdigi ifade edilmektedir. Bu uyum hiicrenin farklanma siireci sonucunda da
meydana gelebilmektedir. Viicutta ilk basladigi yerden baska bir yere yayilan kansere
bu nedenle metastatik kanser denir. Kanser hiicrelerinin viicudun diger bolgelerine
yayilma siirecine metastaz denir [9]. Kanser ve kanser tiirlerinin goriilme siklig1 yas,
cinsiyet, irk, yerel ¢cevresel faktorler, diyet ve genetik gibi bircok faktdrden etkilenir.
Sonug olarak kanser ve kanser tiirlerinin goriilme siklig1 bu degisken faktorlere bagl
olarak degismektedir [11][12]. Diinya Saglik Orgiitii (WHO) diinya ¢apinda kanser
hakkinda asagidaki genel bilgileri saglar: Kanser, diinya ¢apinda 6nde gelen bir 6liim
nedenidir. Akciger, mide, karaciger, kolon ve meme kanseri her yil kanserden en ¢ok
oliime neden olur. 2030'da tahmini 13,1 milyon 6liimle (yaklasik % 70 artis) diinya
capinda kanserden dolayr meydana gelen dliimlerin artmaya devam edecegi tahmin
ediliyor. Diinyanin farkli bolgelerinde, kanser tipine gore goriilme sikligir ve 6lim
oranlar1 degiskenlik gostermektedir[13]. Pek ¢ok ¢alisma, 6lim oranlarinda ilgili etnik
cesitliligi ortaya koymaktadir: Karayipler, Sahra alti Afrikalilart (% 10) takiben
diinyadaki en yiiksek oranlara (% 26,3) sahiptir ve sonunda, Asyalilar en diisiik (%
2,5) gostermektedir[14]. Belki de genetik ve cevresel bilesenler bu etnik ¢esitliligin
olusmasina katkida bulunur. Dahasi, Amerikali erkekler, ozellikle Afrikal
Amerikalilar arasinda prostat kanseri gelisme riskinin, Amerika Birlesik
Devletleri'ndeki diger populasyonlardan daha yiiksek oldugu bulunmustur. Bu duruma
bir baska 6rnek ise mide kanseri yiiksek siklikla Japonya'da goriilirken, ABD'de
nadiren bir kanser tipi olarak dikkati cekmektedir. Bu durum genellikle gevresel ve

genetik etkenlerin bir kombinasyonu sonucunda ortaya ¢ikmaktadir [15].



21.1. Kanserin Nedenleri

Normal bir viicut hiicresinin anormal sekilde gelismesine neden olabilecek her sey,
kansere neden olabilir[16]. Pek ¢ok sey hiicre anormalliklerine neden olabilir ve
kanser gelisimiyle iliskilendirilmistir. Bazi kanser nedenleri bilinmezken, diger
kanserlerin cevresel veya yasam tarzi tetikleyicileri vardir veya birden fazla bilinen
nedenden kaynaklanabilir. Bazilari, bir kisinin genetik yapisindan gelisimsel olarak
etkilenebilir[17]. Bircok hasta bu faktérlerin bir kombinasyonu nedeniyle kanser
gelistirir. Belirli bir kiside bir kanserin gelismesine neden olan baslangi¢ olay (lar) im
belirlemek genellikle zor veya imkansiz olsa da, arastirmalar klinisyenlere tek bagina
veya diger nedenlerle uyumlu bir dizi olast neden saglamistir. Asagidakiler ana
nedenlerin bir listesidir ve arastirma ilerledikge belirli nedenler rutin olarak
eklendiginden her seyi kapsamamaktadir[18][19]. Kanserle iligkili veya nedensel
ajanlarin genel kategorileri sunlardir: kimyasal veya toksik bilesik maruziyetleri,

iyonlastirici radyasyon, bazi patojenler ve insan genetigi[20].

Kimyasal veya toksik bilesik maruziyetleri: Benzen, asbest, nikel, kadmiyum, vinil
klortr, benzidin, N-nitrozaminler, tltin veya sigara dumani (en az 66 bilinen

potansiyel kanserojen kimyasal ve toksin icerir), asbest ve aflatoksin[21][22].

Iyonize radyasyon: Uranyum, radon, giines 1s131ndan gelen ultraviyole 1sinlari, alfa,

beta, gama ve X-1sin1 yayan kaynaklardan gelen radyasyon[23].

Patojenler: Insan papilloma viriisii (HPV), EBV veya Epstein-Barr virust, hepatit
viriisleri B ve C, Kaposi sarkomasi ile iligkili herpesviriis (KSHV), Merkel hiicre
poliomaviriisii, Schistosoma tiirleri ve Helicobacter pylori; diger bakteriler olasi

ajanlar olarak arastirilmaktadir[24][25].

Genetik faktorler: Herkesin kanser i¢in risk faktorlerine sahip oldugunu ve kansere
neden olan maddelere (6rnegin giines 15181, ikincil sigara dumani ve X-1sinlar1) maruz
kaldigin1 belirtmek Onemlidir. Yasamlar1 boyunca, ancak bir¢ok kisi kansere
yakalanmaz. Ek olarak, bir¢ok insan kansere bagli ancak onu gelistirmeyen genlere
sahiptir. Neden? Arastirmacilar her birey i¢in tatmin edici bir cevap veremeyebilirse
de, bir kisinin maruz kaldig1 kansere neden olan maddelerin miktar1 veya seviyesi ne

kadar yiiksek olursa, kisinin kansere yakalanma sansi o kadar yiiksek olacaktir. Ek



olarak, kansere genetik bag1 olan kisilerde benzer nedenlerle kanser gelismeyebilir
(genlerin islev gdrmesi i¢in yeterli uyaranin olmamasi). Ek olarak, bazi insanlar,
kanser htcreleri olan veya potansiyel olarak kanser hucreleri haline gelebilecek
hiicreleri kontrol eden veya ortadan kaldiran yiiksek bir bagisiklik tepkisine sahip
olabilir. Bazi diyet yasam tarzlarinin bile, kanser hiicresinin hayatta kalmasina izin
vermek veya oOnlemek igin bagisiklik sistemiyle birlikte ©Onemli bir rol
oynayabilecegine dair kanitlar vardir. Bu nedenlerden dolay1, bir¢ok kisiye belirli bir
kanser nedeni atamak zordur [11][26][27].

Son zamanlarda, kanser riskini artirabilecek maddeler listesine baska risk faktorleri de
eklenmistir. Ozellikle kirmiz1 et (sigir eti, kuzu eti ve domuz eti gibi), Uluslararasi
Kanser Arastirma Ajansi tarafindan potansiyel olarak kansere neden olma riski yuksek
bir ajan olarak smiflandirilmistir; ayrica islenmis etler (tuzlanmis, tiitsiilenmis,
korunmus ve / veya islenmis etler) kanserojen listeye alindi. Cok fazla mangalda et
yiyen kisiler de yiiksek sicakliklarda olusan bilesikler nedeniyle riski artirabilir. Bazi
kanserlerin riskini artirabilecek daha az tanimlanmig diger durumlar arasinda obezite,
egzersiz eksikligi, kronik inflamasyon ve hormonlar, 6zellikle de replasman tedavisi
i¢in kullanilan hormonlar bulunur. Cep telefonlar1 gibi diger 6geler yogun bir sekilde
incelenmistir. 2011'de Diinya Saglhk Orgiitii, cep telefonu diisiik enerjili radyasyonu
"muhtemelen kanserojen" olarak siniflandirdi, ancak bu, cep telefonlarin1 kafein ve

salamura sebzelerle ayni riske sokan ¢ok diisiik bir risk seviyesidir[11][15][28].



2.1.2. Prostat Kanseri

Prostat kanseri (PCa), erkekler arasinda en sik teshis edilen kanser tiplerinden birisidir.
Ayrica diinyada kansere bagli oliimlerin {igiinci 6nde gelen nedeni olarak
tanimlanmaktadir (Globocan)[15]. Ortalama yasam siiresinin ve Bat1 benzeri yasamin
artmastyla birlikte, epidemiyolojik tahminler 1s181inda prostat kanseri siklig1 artmakta
ve metastatik hasta sayisida pozitif korelasyonda artis gostermektedir. Dlnya Saglik
Orgiitii'niin (Globocan) 2040 i¢in tahminlerine gore, PCa'nin neden oldugu 6liim
sayisinin neredeyse iki katina ¢ikmasi beklenirken, diinyada yeni teshis konulan
erkeklerin sayist yilda 2.300.000'e ulasacagi ongoriilmektedir[15]. Prostat kanserini
etkileyen faktorler incelendiginde; aile oykiisii, genetik faktorler, irk ve yasam tarzi,

beslenme aliskanliklar1 onemli etkenler olarak listelenmektedir [29][30].

Aile oykiisii ile prostat kanseri ile iliskili genetik etkenlerin aile bireyleri arasindaki
dagilimi ifade edilmektedir. Ornegin, prostat kanseri olan bir yakin akrabasmin olan
erkeklerin hastaliga yakalanma olasilig1 yaklasik iki kat, 2 veya daha fazla akrabasi
olanlarin teshis edilme olasilig1 yaklasik 4 kat daha fazladir [30].

Irk konusunda Afrika kokenli erkeklerin prostat kanserine yakalanma olasiligi beyaz
erkeklere gore % 79 ve hasta olma riskleri ise 2,2 kat daha fazla olarak tanimlanmustir.
Prostat kanseri teshisi konan ¢ok sayida Afrikali-Amerikali erkek olmasina ragmen,
prostat kanserinden artan 6liim oraninin kismen erisimi zor olan saglik hizmetlerine,
ve diistik siklikta PSA taramasina, uygun tedaviye ve takipte goriilen esitsizlige bagl

oldugu bilinmektedir [30].

Yasam tarzi ve beslenme aliskanliklar1 ise prostat kanseri igin diger risk faktorleri
olarak listelenmektedir. Ozellikle sosyal ve gevresel faktorler igerisinde yiiksek yagli,
yiiksek islenmis karbonhidrat beslenme tipi ve hareketsiz yasam tarzi risk faktorii
olarak kabul edilmektedir. Asir1 kilolu veya obez erkekler, nihayetinde agresif bir
prostat kanseri gelistirme riski daha yliksektir. Arastirmalar, obez erkeklerde
ameliyattan iyilegsmenin daha uzun ve daha zor oldugunu ve prostat kanserinden 6lme

riskinin daha yiiksek olabilecegini gostermistir [30][31][32].



Klinikte PCa taramasi, prostat spesifik antijen (PSA) testini ve dijital rektal muayeneyi
(DRE) igerirken, tan1 prostat biyopsi drneklerinin histopatolojik analiz sonuglar1 da
tan1y1 desteklemektedir. Iyi huylu prostat hiperplazisi (BPH) igin prostatin transtiretral
rezeksiyonundan veya prostatektomiden alinan biyopsi numuneleri tani amaclh
kullanilir. Biyopsiler, timdor dokusunun glandiler yapinin farklilasmasina bagli olarak
ikiden ona kadar bir Gleason skoru (GS) aldigi Gleason derecelendirme sistemi
kullanilarak histolojik agresiflik agisindan analiz edilir. Uluslararas1 Urolojik Patoloji
Dernegi (ISUP), birkag y1l 6nce GS'yi bes gruba, baska bir deyisle ISUP dereceleri 1-
5'e doniistiiren yeni bir derecelendirme sistemini kullanmaya basladi. Bu sayede klinik

tanida daha dogru evrelemeye yonelik bir iyilesme sézkonusu olmustur [30][29].

PCa ile iliskili olarak siirecin yonetimi ¢esitli faktorlere baglidir: Tiimor evreleme,
PSA seviyeleri, GS, ISUP derecesi ve erkegin yasi. Ancak tiim bu klinik gozlem
yetkinligine ragmen her kanser tipinde oldugu {izere hastalik heterojenligi nedeniyle,
bir timadrin seyrini tahmin etmek bir zorluktur. En buyuk zorluk, bir tir tedaviden
(ameliyat, hormon tedavisi, radyoterapi ve kemoterapi) fayda gorebilecek bir hasta ile
hastaligin ilerlemesi belirginlesene kadar hastaligi izlemekten fayda gorebilecek bir
hasta arasinda ayrim yapma konusundaki belirsizliktir. PCa kayda deger bir erkek
popullasyonunda sessiz ve yavas blylyen bir hastalik oldugundan, izleme prosedirleri
(aktif izleme ve gozetim altinda bekleme) genellikle birinci basamak tedavi olarak
yeterlidir. Bununla birlikte, izleme prosediirleri genellikle saglik bakimi maliyetini

artiran ve ciddi komplikasyon riskini artiran tekrar biyopsileri igerir [29][33][34].

Klinikte yiksek kabul géren PSA hala altin standart bir biyobelirte¢ olmasina ragmen,
agresif hastaligi agresif olmayan hastaliklardan ayirt etmede ¢ok yardimci
olmadigindan tedavi oncesi kararlarda simirli degere sahiptir. PSA kansere 6zgii
olmadigindan, smirl 6zgiilliigli yliksek oranda yanlis pozitif sonug¢ verir. Yiksek
seviyeler, iyi huylu prostat hiperplazisi veya prostatit gibi habis olmayan prostat
patolojisinde bulunur ve DRE, dongu veya bosalma gibi prostat manipiilasyonlarindan
kaynaklanabilir. PSA testi ayrica, teshis edilen ve asiri tedavi edilen artan sayida diisiik
riskli PCa iiretmektedir. Geleneksel 4.0 ng / ml sinir degeri ciddi bir sekilde
sorgulanmaktadir. Ciinkii PCa'li erkeklerin % 15'ine kadar PSA seviyeleri sinirin

altindadir ve 4-10 ng / ml araliginda PSA'l erkeklerin% 70'ine kadar negatif prostat
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biyopsisi vardir [35],[36],[37]. Bu durum klinik gozlem agisindan bir zorluk
olusturmaktadir. Tedavi 6ncesi karar vermeye yardimci olacak, 6zellikle kotii huylu
ve malin olmayan durumlarin yani sira agresif ve agresif olmayan tiimorleri daha iyi
ayirt etmeye yardimci olacak daha spesifik, hassas ve guvenilir biyobelirteclere buyik
bir klinik ihtiya¢ vardir. Kanseri taramak ve varsayimsal olarak teshis etmek i¢in
birgok test olmasina ragmen, kesin tani, siipheli kanser dokusunun bir biyopsi
Orneginin incelenmesiyle yapilir. Kanser evrelemesi genellikle biyopsi sonuglartyla
belirlenir ve kanser tiiriinii ve kanser yayilma derecesini belirlemeye yardimci olur;
evreleme ayrica bakicilarin tedavi protokollerini belirlemesine yardimci olur. Genel
olarak, ¢ogu evreleme yonteminde, atanan say1 ne kadar yiiksekse (genellikle O ila 4
arasinda), kanser tiirii o kadar agresiftir veya viicuttaki kanser daha yaygindir. Tedavi

protokolleri kanserin tiriine ve evresine gore degisir[38],[39].

Bu nedenle biyobelirtegler ile tanilamada kesinlik saglamaya ¢alismak uygulanacak
olan terapinin sonuglarinin olumlu olmasi agisindan Onemlidir. Prostat kanseri
tedavisinde farkli yaklasimlar bu biyobelirtegler nedeni ile yer bulmaktadir. Ornegin
lokal prostat kanseri icin birinci basamak tedavi segenekleri farkli yaklasimlari
icermektedir: cerrahi prostatektomi, neoadjuvan tedavi ve radyasyon tedavisi. Su anda,
PCa'da tek avantajli tedavi cerrahi prostatektomidir, ancak yan etkiler mevcuttur. Bu
nedenle, literatlir calismalarina gore hayatta kalma oranini iyilestirmek igin

neoadjuvan tedavi 6nermektedir[40],[41].

Androjen yoksunluk terapisi (ADT) olarak bilinen bahsedilen terapi, ilerlemis
asemptomatik hastaligi olan hastalarin prostat kanseri hiicrelerinde androjenlerin
azalmasina yol acar. Luteinize edici hormon salgilayan hormon (LHRH) agonistleri,
LHRH antagonistleri, antiandrojenler, maksimum androjen blokaji ve aralikli androjen
yoksunlugu gibi ilaglarin kullanimini igerir. Radyasyon tedavisi, cerrahi yaklasimdan
sonra ana lokal hastalik tedavisidir. Bu durumun tersine ilerlemis prostat kanserinin
tercih edilen tedavisi kemoterapiye dayanir: dosetaksel, prednizon, abirateron asetat
(AA), prednizon, enzalutamid ve kabazitaksel ile kombinasyon halinde siklikla
kullanilan ilaglardir. Bununla birlikte, ilerlemis prostat kanseri tedavisi olmayan bir
hastalik olmaya devam etmektedir ve yeni alternatif tedavilere ihtiya¢ duyulmaktadir.
Bu tedavilerde 6zellikle molekiiler hedeflerdeki degisimlerin tanimlanmasi ytiksek

onem arz etmektedir. Bu kapsamda gerceklestirilen tiim arastirmalarda viicut sivilart



ve dokusundaki yeni potansiyel biyobelirteclerin bulunmasi 6nem arz etmektedir. Hali
hazirda yeni gelistirilen hedef molekiillerin ve bu molekiillere yonelik analizlerin bir

Ozeti Tablo 1'de sunulmustur[42].



Tablo 1. Onerilen prostat kanseri biyobelirteglerine genel bakis. Prostat kanseri biyobelirteglerinin klinik degeri literatiirde degisiklik
gosterir. ABD FDA bugiine kadar sadece Prostat Saglik Endeksini ve prostat kanseri antijen-3'i klinik kullanim igin onayladi [43].

Test / tahlil Bilesenler Ornek tip  Endikasyon / klinik kullanim

. Tani, yeniden biyopsi (negatif
PCA3 (progensa) PCA3NncRNA Idrar bi { bykiisi)
iyopsi Oykisu

PCA3/ PSA mRNA|. ) )
PCA3 puani Idrar Rebiyopsi
oran1 x 1000

Serum  PSA, idrar|Kan
Mi-prostat skoru PCA3 ve T2- | (serum), Tani, prognoz, ilk biyopsi
ERG Mrna idrar

fPSA, tPSA, saglam
4K puant PSA, kallikrein benzeri
peptidaz 2 (hk2)

Kan Tam, ilk biyopsi veya yeniden
(plazma) biyopsi (negatif biyopsi 6ykdisti)




Kan

PHI proPSA, fPSA, Tpsa Tani, prognoz, ilk biyopsi
serumu)
Ekzozomal MRNA
ExoDx prostat intelliscore ( T2-ERG, PCA3, | Idrar Tany, ilk biyopsi
SPDEF)
RASSF1, GSTP1 ve A ) ) ) )
. o ) Doku Tani, yeniden biyopsi (negatif
MDx'i onaylaymn PC genlerinin metilasy | ) ) ]
(biyopsi) | biyopsi dykist)
onu
HOXCS, DLX1,
SelectMDx KLK3 mRNA Idrar Tani, prognoz, ilk biyopsi
seviyeleri
Radikal prostatektomi, tedavi alan
GC (GenomeDx) desifre etme 22 gen paneli Doku (RP) |hastalar icin kanser risk
siniflandirmasi
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12 kanserle ilgili gen + | Doku Kanser risk siiflandirmasi, aktif
Oncotype Dx GPS ) ) ) )
bes referans gen (biyopsi)  |sirveyansdaki erkekler
Hicre dongusunde
Doku . _
. (CCP) vyer alan 31| ) Kanser risk siniflandirmasi, aktif
Prolaris CCP puani o (biyopsi )
kanserle ilgili gen + 15 strveyansdaki erkekler
veya RP)
referans gen
PCa  ile iliskili o o
o . . Gri bolgede’ kanser riski
Prostarix risk skoru metabolitler: sarkozin, | Idrar

alanin, glisin, glutamat

siniflandirmasi- siipheli DRE

ve PSA 2,5-10 ng / ml
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12 biyobelirtegten _ ) )
) Radikal prostatektomi, kanser risk
ProMark olusan proteomik | Doku (RP)
siiflandirmasi.
platformu

TMPRSS2: PSA
TMPRSS2: ERG flizyon geni mRNA ile iliskili| Idrar Rebiyopsi
olarak ERG Mrna
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2.2. MIKRORNA'LARIN BiYOLOJIiK MEKANIZMASI

MikroRNA (miRNA), 19-25 niikleotidlik tek sarmalli bir RNA olan kuguk
kodlamayan bir RNA turidir [44]. Ik miRNA hedefi olarak tanimlanan lin-4,
Caenorhabditis elegans’ta 1993 yilinda gosterilmistir [45]. O zamandan beri, ¢ok
sayida miRNA tanimlandi ve giliniimiizde miRbase veri tabaninda agiklanmis 38589
miRNA bulunmaktadir. Bu miRNA'lar, hiicre ¢ogalmasi, gog, farklilasma ve apoptoz
gibi 6nemli hiicresel sireglerde yer almaktadir. Enzimler, timor baskilayicilar ve
transkripsiyon faktorleri gibi anahtar protein ifadeleri agisindan etki géstermeleri
nedeni ile 6nemli hedefler olarak giincel 6nemlerini korumaktadirlar [46]. Bu nedenle,
proteinleri dogrudan kodlamamakla birlikte, miRNA'lar bu hiicresel siiregleri anahtar
protein hedefleri araciligiyla duizenlemede hala dnemli bir rol oynamaktadir. Bu durum
kanser hiicrelerinde ¢ok oOnemlidir. Bozulan mRNA ifadelerindeki degisimler
cogunlukla miRNA hedeflerindeki baglanma ve miktar ile ilgili degisimlerle
korelasyon gostermektedir. Bu nedenle miRNAlarin kanser hiicrelerinde biyobelirteg

olarak gosterilmelerine neden olmaktadir (Sekil 1).

Diger protein kodlayan genlere benzer sekilde, miRNA'nin biyojenezi ¢ok asamali bir
stregtir ve gen transkripsiyonundan baslar. Bir miRNA, kendi promotorini iceren tek
bir mikroRNA geninden veya bir protein kodlama geninin birlestirilmis bir oranindan
kopyalanabilir; bireysel bir miRNA geninin transkripsiyonu, RNA polimeraz I
tarafindan gergeklestirilir ve ilk miRNA formu, 3 ‘'ucunda ¢oklu-A kuyrugu ve 5' de
bir 7-metilguanosin baslig: igeren birincil miRNA (pri-miRNA) olarak adlandirilir. Bu
agamadan sonra pri-miRNA, Drosha riboniikleaz ve ¢ift sarmalli bir RNA baglayici
protein olan protein ortagit DGCRS8 (DiGeorge sendromu kritik bolge 8) tarafindan
taninir ve pri-miRNA'nin kok-dongu (stem loop) yapist ile etkilesime yol agar. Daha

sonra pri- miRNA, Drosha tarafindan pre-miRNA'ya islenir [47].
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microRNA ve Kanser

miRNA olusumunda degisimler mRNA stabilitesinde degisimleri tetikleyerek
kanserde varyasyonlar arttirabilir
Cekirdek

’ TRBP
RNA Kromozomal/transkripsiyon / s

Pol Il

degigimleri DICER ) ———— KDM6A/6B
MIRNA ky TAP63
miR-103
transkripsion
\/— ETS1/ELK1 AGO2 ) —— EGFR
Olgun (==
DROSHA |
’ \|) +— myc mIRNA """."
Cx MO RISC
pri-miRNA | 1
\ -~ . XPOS5 / Baglanma
NS St ¢ bolgesinde
pre-miRNA Hedef mRNA l mutasyon
e L ':,»: L mRNA yikilimi veya
Ay Yy translasyon

baskilanmasi

Sekil 1. miRNA ve kanser iligkisi. miRNAlar mRNA diizeyinde diizensizlikle kanserli

hiicrelerde karakterize edilebilir. Tasarim BioRender.com’da gergeklestirildi.

miRNA, yaklasik 70 niikleotidlik firkete yapili bir RNA'dir; baz1 pre-miRNA'lar,
dogrudan mRNA ekleme ile islenen diger mRNA'nin intron oranindan elde edilirler
(MacFarlane LA, 2010). Daha sonra, pre-miRNA, GTP baglayict niikleer ile
etkilesime girer. Protein Ran (RanGTP) / exportin-5 (XPO5) kompleksi ve daha sonra
¢ekirdekten sitoplazmaya aktarilir; bu asamada pre-miRNA, RNase 1l enzimi Dicer,
transaktivasyona duyarli RNA baglayici protein 2 (TARBP2) tarafindan olusturulan

Dicer kompleksi tarafindan daha da b6linar.

Argonaute proteini (AGO) [44]. Pre-miRNA'nin boliinmiis iiriini, Gift sarmalli bir
miRNA-miRNA dupleksidir ve daha sonra cift sarmalli dupleks, iki tek sarmalli
miRNA'y1 ayirir ve tretir: olgun miRNA ve yolcu miRNA; olgun miRNA'larin
cogunlugu, sitoplazmada RNA indiiklii sessizlik kompleksi (RISC) olusturmak igin
AGO ileigbirligi yapar ve protein kodlayict MRNA veya dairesel RNA'lar ve psddojen
mRNA'lar iceren rekabetci endojen RNA (ceRNA) ile baglanma yoluyla bir
diizenleyici olarak islev gorlr; bazt miRNA'lar sitoplazmadan eksozomlar araciligiyla
disa aktarilir ve miRNA'larin hiicre i¢i hedeflerine baglandigi veya dolasim sistemine

girdigi (dolasimdaki miRNA'lar) komsu hiicrelere girerler [44].
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mikroRNA'lar (miRNA'lar), mRNA'larin hem stabilitesini hem de translasyonunu
etkileyerek ¢ok hticreli organizmalarda gen ifadesinin miktarini transkripsiyon sonrasi
biyolojik etkileri ile kontrol altinda tutmaktadir. Bu asamada miRNA dizi, miRNA
cesitliligininde bir neden olarak miRNA diizenleme, miRNA alternatif bolinmesi ve
sablonsuz niikleotid ilavesi dahil olmak {lizere c¢esitli mekanizmalarla modifiye
edilebilmektedir. miRNA diizenlemesi terim anlami ile pri-miRNA dizisi Gzerindeki
niikleotid degisikligi ifade edilmektedir. Adenozinden inosine niikleotid degisimi, Gift
sarmallt RNA'ya 6zgii adenosin deaminaz aracili olarak ortaya ¢ikar. miRNA Onciisii
iizerindeki alternatif ayrimlanma ayrica olgun miRNA'nin dizisini degistirebilir ve

farkli miRNA izoformlar1 (izomiR'ler) tiretebilmektedir [48].

Ayn1 miRNA geninden kopyalanmasina ragmen, dizileri lizerinde hafif degisiklikler
sergileyen farkli olgun miRNA izoformlar1 genellikle dikkati c¢ekmektedir.
Cekirdekte, pri-miRNA'nin bu miRNA modifikasyonlar1 olarak alternatif boliinmesi,
Drosha ve DGCRS8 kompleksi tarafindan gerceklestirilir. Boylece pre-miRNA
izoformlar1 olusturulmaktadir. miRNA'nin 3 ‘'ucundaki adenilasyon, miRNA
stabilitesini etkilemektedir. Bu durum modifikasyon mekanizmasinda etkili
olmaktadir. Ornegin onkojenik miR21, poli (A) RNA polimeraz PAPDS5 ile
adenilatlandiginda ve bozunmasinin kolaylastigi gosterilmistir [49]. miRNA'nin
uridilasyonu benzer sekilde miRNA stabilitesini diisiirmektedir. Bu durum yine birgok
sinyal kaskadi Uzerinde etkili sonuglar1 ortaya ¢ikarmaktadir. Bu noktadan anlasilacagi
tizere miRNA ¢esitliligi genom ¢iktilarinin farklilagmasindaki en kompleks biyolojik

yapilardan birisidir[50].

miRNA'lar, temelde gen ifadesini dizenlemede 6nemli roller oynayan hedefler olup
bircok organizmada transkripsiyon drtnlerinin stabilitesi Uzerinde etkilidirler.
miRNA'larin ¢ogu, DNA dizilerinden birincil miRNA'lara kopyalanir ve 0Oncii
miRNA'lara ve son olarak olgun miRNA'lara islenir. Cogu durumda miRNA'lar,
mRNA bozunmasini ve doniistimsel baskilamay1 indiiklemek i¢in hedef mRNA'larin
3 'g¢evrilmemis bolgesi (3' UTR) ile etkilesime girer. Bununla birlikte, miRNA'larin 5
'UTR, kodlama dizisi ve gen promoterleri dahil olmak tzere diger bolgelerle etkilesimi
de bildirilmistir[51],[52].

15



Belirli kosullar altinda miRNA'lar ayrica geviriyi etkinlestirebilir veya transkripsiyonu
diizenleyebilir. miRNA'larin hedef genleri ile etkilesimi dinamik bir siiregtir.
Hiicrelerde biyolojik etki, miRNA'larin ve hedef mRNA'larin bollugu ve miRNA-
mRNA etkilesimlerinin afinitesi gibi bir¢ok faktdre baglidir. miRNA'lar hiicre dis1
sivilara salgilanabilir ve eksozomlar gibi vezikiiller yoluyla veya Argonautes dahil
proteinlere baglanarak hedef hiicrelere taginabilir. Hiicre dist miRNA'lar, hiicre-htcre

iletisimine aracilik etmek igin kimyasal haberciler olarak islev gorur[51],[53].

Bircok organizmada ifade diizeylerinin biyolojik sinyal yolaklar1 ile etkilesimi
tanimlanmakta olup, derin RNA dizi okumalar1 ile yeni miRNAlar
isimlendirilmektedir. Solucanlar, sinekler ve memelilerdeki tim genlerin % 1-2'sini
olusturduklar1 gosterilmigtir. Her miRNA'nin yiizlerce hedefi diizenleyecegi tahmin
edildiginden, protein kodlayan genlerin ¢ogunlugunun kontrolleri altinda oldugu
diisiiniilmektedir. Pratikte bu, hemen hemen her biyolojik siirecin miRNA'ya bagl
diizenlemeye tabi oldugu anlamma gelir. Islevsel iliskilerinin ek kaniti olarak,
miRNA'lar ve hedefleri genellikle ¢arpici evrimsel koruma sergiler. Son olarak,
miRNA islenmesini bozan mutasyon tasiyan organizmalarda yiiksek diizeyde

patojenite gozlenmektedir[54].

Bu durum, miRNA aktivitesinin tamamen kaybinin yasamla uyumsuz oldugunu
gostermektedir. Her ne kadar bircok kanit ¢oklu sinyal kaskadlari iizerinde etkili
miRNAlarm etkisini gostermekte olsa da miinferit miRNA'larin biyolojik iligkisini
belirlemek zor bir siirectir. Cogunlukla, spesifik miRNA'larin fizyolojik fonksiyonlart,
hayvanlarda ve kiiltiirlenmis hiicrelerde asir1 ekspresyon caligmalarindan veya
antisens molekiillerini hedeflerle eslesmelerini bozmanin bir yolu olarak kullanan
calismalardan ¢ikarilmistir. Bu deneyler, hiicre ¢ogalmasi, farklilasmasi ve hayatta
kalma gibi siireclerde miRNA'lara kritik roller atfetmis ve bunlari normal gelisim,

homeostaz ve hastalik sirasinda 6nemli oyuncular olarak ima etmistir[55].

Kanserli hucrelerde miRNA biyogenezi ve etkileri oldukga kompleks bir sireci
yansitmaktadir. Oncelikle anormal miRNA ifade diizeyleri cogu kanserde siklikla
gozlenen bir durumdur ve bu karmasa, kanserde miRNA ifade diizeylerindeki
diizensizligine isaret etmektedir. Cok sayida tumorle iliskili genin miRNA'larin hedefi
oldugu diistiniildiigiinde, miRNA'nin diizensizliginin kanser tizerinde énemli bir etkisi

vardir; oncomiR'nin asir1 ekspresyonu, timor baskilayici ekspresyonunu azaltabilir ve
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tiimor olusumunu kolaylastiran hiicre metastazini ve hiicre proliferasyonunu inhibe
etme islevini bozabilir [44]. Ornegin, onkojenik miR21, ¢esitli kanserlerde asiri
eksprese edilir ve tiimor olusumunda 6nemli bir rol oynamaktadir [56],[57],[58].
miR21'in yiksek ekspresyonu, tiimor baskilayict PDCD4'% inhibe eder ve

hizlandirilmis hiicre dongiisiine neden olmaktadir[59].

2.3. PROSTAT KANSERINDE MIRNA’LARIN ONEMIi

Kanser tanisinda cabuk, kesin ve ucuz testlerin gercgeklestirilebilmesi amaci ile
miRNAlar 6nemli hedeflerdir. Doku bazli testlerle karsilastirildiginda, hasta hayat
kalitesini ylikseltmek ve olasi risk faktorlerini indirgemek {izere invazif olmayan ya
da minimal invasif yontemler {izerinden tan1 saglayan hedef molekiiler
biyobelirteglerin tanimlanmasi 6nemlidir. Sivi (likit) biyobelirtecler olarak ifade
edilen bu grup, daha etkili ve spesifik tarama, teshis, prognoz ve izleme saglama
potansiyeli nedir. Bu kategoride miRNA'lar da yiksek ©neme sahip molekiler
hedeflerdir. Transkripsiyon sonrasi gen ekspresyonunu diizenleyen endojen, kuguk
kodlamayan RNA'lar olarak bilinen bu hedefler genomun kodlama yapmayan
bolgelerinin en iyi tanimlanmis fonksiyonel ozelliklerini karakterize etmektedir.
miRNA veri taban1 MiRBase'e gore, insan genomunda yaklasik 2654 olgun miRNA
dizisi tanimlanmugtir [60]. miRNA'lar, tiimor baskilayicilarin ve onkojenik faktorlerin
diizenlenmesi yoluyla farkli tiimdrlerin patogenezinde rol oynarlar. PCa gibi solid
timor dokularinin miRNA profili, yukar regiile ve asagi regiile edilmis miRNA'larin
spesifik modellerinin  hastalik  konusunda bir¢ok bilgi saglayabilecegini
gostermektedir. Bu oOneri ile birlikte, miRNAlar mevcut stabilite 6zellikleri ve farkl
gosterim teknikleri ile (mikroarray, gergek zamanl kantitatif ters transkripsiyon PCR
[RT-gqPCRY], yeni nesil sekanslama[NGS]), kanser hastalarinda yeni nesil tan1 yontemi
olma potansiyeline sahiplerdir. Ozelikle hastalardan elde edilen biyoakiskanlarinda
bulunan miRNA biyobelirtegleri bu kapsamda en onemli aragtirma hedeflerinden
birisidir. Biyolojik sivilardaki miRNA'lar, ekzozomlar veya mikrovezikuller gibi
hiicresel benzeri hiicre dis1 yapilarda demetlenmis veya proteinler ve lipoproteinlerle
iligkili hiicresiz molekiiller olarak var olabilir. Mitchell vd. 2008 yilinda PCa
hastalarinin plazmasinda miRNA varligini ilk kez gostermistir[61]. O zamandan beri

hem s1v1 biyopsilerde hem de prostat dokusunda PCa'da potansiyel biyobelirtecler
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olarak miRNA'lar lizerinde ¢ok sayida ¢alisma yayinlanmistir. Bununla birlikte, bazi
grup arastirmacilar biiyiikk veri setlerinde istatistiksel olarak Onemsiz miRNA
hedeflerinin olabilecegini ifade etmekle birlikte bazi arastirma sonuglart miRNA
hedeflerinin kisisellesmis tip uygulamalarinda 6nemli ayirt edici hedeflerden birisi
oldugunu gostermektedir. PCa'da farkli miRNA'larin 6nemli olabilecegine dair onciil
sonuglar Tablo 2’de modellenmistir. Bu miRNAlarin esliginde yeni tanisal panellerin
gelistirilmesi 0nemli ¢alismalardan birisidir. Ancak bu panellerde gosterilen bazi
miRNA hedeflerinin farkli bilimsel gruplar tarafindan celigkili bir sekilde ifade
diizeylerine yonelik verilerin sunulmasi dikkat ¢ekicidir. Bu sorun teknik problemler,
deneysel kalite parametreleri, tekrarlanabilirlik eksikligi, cesitli hasta gruplarina,
ornek islemedeki farkliliklara, dl¢cimlere ve veri analizi gibi nedenler sebebi ile
meydana gelebilmektedir [62]. Literatiirde ifade buldugu iizere isaret edildigi gibi
dokuya 6zgili ve dolasimdaki miRNA'lar arasindaki karisik korelasyonlarla birlikte
uyum eksikligi miRNA arastirmalarinin preanalitik ve postanalitik zorluklarini
vurgulamaktadir [62]. PCa yonetiminde yararli olabilecek spesifik miRNA'lar1 veya
miRNA panellerini tanimlamak icin yaymlanmis ¢aligmalar1 analiz ederken, herhangi
bir seyi makul bir giiven diizeyinde sonu¢landirmak olduk¢a zordur. Bu kapsamda
yapilan derleme ¢aligmalarinda goriildiigii izere (Song ve ark.) PCa'da miRNA ile
ilgili ¢aligmalarin meta-analizinde, yetersiz veri ve anahtar bilginin bulunmamasi
nedeniyle yayinlanmis ¢alismalarin ticte birini dislamak zorunda kalmistir [62]. Bu
nedenle teknik ve biyolojik degiskenleri dogru bir sekilde analiz edebilecek kalite
parametreleri miRNA analiz sonuglarinda énemlidir. Ornegin PDCD hem miR449
hem de miR21 icin bir hedeftir. Prostat kanseri hiicrelerinde her iki miRNAnn varlig
PDCD ifadesini negatif yonde etkileyerek hucrelerin agresif fenotipinde rol

oynamaktadirlar (Sekil 2).
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Sekil 2. miRNA ve mRNA etkilesiminin prostat kanseri hiicrelerinde agresif hiicre

fenotipine olan etkileri.
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Tablo 2 miRNA ve prostat kanseri hedeflerine yonelik literatlr [63]

MiRNA Doku Serum Plazma Idrar
miR-21 ! (Szczyrba, [t (Porzycki, |1 (Zedan, 2018;|1 (Ghorbanmehr,
2010;  Wach, [2018;  Kaoth, | Agaoglu, 2011;|2019; Foj, 2017)
2012) 2014; Egidi,| Mello-Grand,
1 (Zedan, 2018;|2013) Fark | 2018; Gao, 2016),
Kumar, 2018) |yok.PCa e|(Endzelins, 2017)
kontroller - EVs
(Sanders, Fark yok. PCa ve
2012) kontroller
(Osipov, 2016)
miR-30c ! (Zhu, 2018;|] (Moltzahn,|| (Kachakova, |1 (Fredsoe, 2018)
Huang, 2016)|2011) 2014; Chen,
0 (Walter, | 1 (Mihelich,| 2012)
2013) 2015) Fark
yok. PCa vs
BPH
(Cochetti,
2016)
miR-125b || (Zedan, 2018;|1  (Mitchell, | T (Zedan, 2018) |1 (Fredsoe, 2018)
Schaefer, 2010)|2008)
0 (Walter,
2013; Sarki,
2015)
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miR-141 |1 (Szczyrba, |1 (Mitchell, | 1 (Osipov, T (Ghorbanmehr,
2010; Kumar, | 2008; 2016), 2019; Foj, 2017)
2018; Nguyen, | Porzycki, SBryant, 2012) !
2013; Brase, | 2018; Cheng, EV/'ler | (Fredso
2014; Kelly, |2013;  Guo, (Kachakova, e, 2018)
2015) 2018), (Hao, 2014) Farkyok. PCa ve
2016) - EVs Farkyok. PCa vs kontroller (Bryant,
Fark kontroller 2012)
yok-KOMUM V.| o 0glu, 2011)
s neg. biyopsi
(Westermann,
2014)
miR-143 || (Szczyrba, | 1 (Mitchel, |1 (Zedan, 2018)| | (Stuopelyte,
2010;  Wach, | 2008) Farkyok PCa ve|2016), (Rodriguez,
2012;  Zedan, kontroller ~ (De|2017) - EV'ler
2018; Kumar, Souza, 2017)
2018; Martens-
Uzunova, 2012)
miR-145 || Veri Veri bulunamadi |1 (Xu, 2017) -
(Szczyrb | bulunamadi EV'ler
a, 2010;
Wach,
2012;
Porkka
2007;
Ozen
2008;  Kang,
2012;  Zedan,
2018; Kurul,

2019; Schaefer,
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2010; Kelly,
2015; Martens-
Uzunova, 2012;
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Yfantis, 2008;
Avgeris, 2013;
Larne, 2013)

miR-148a |1 (Szczyrba, |1 (Dybos, | 1 (El-Katati, | | (Stuopelyte,
2010; Martens- | 2018) 2017) 2016) Fark
Uzunova, 2012; yok. PCa vs BPH
Stuopelyte, (Fredsoe, 2018)
2016; Lichner,
2015; Hart,
2013) Fark
yok. PCa vs
BPH  (Dybos,
2018)

miR-182 1 (Wach, 2012;| Veri Veri bulunamadi | Fark
Schaefer, 2010; | bulunamadi yok. konum vs
Yfantis, 2008; neg. biyopsi
Tsuchiyama, (Casanova-Salas,
2013;  Costa- 2014)
Pinheiro, 2015;
Casanova-Salas,
2014)

miR-200c |1 (Szczyrba, | 1 (Cheng, |t (De Souza, || (Fredsoe, 2018)
2010;  Wach, | 2013) 2017),
2012; Yfantis, (Endzelins, 2017)
2008) -EV'ler
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miR-205

! (Scahefer,
2010; Martens-
Uzunova, 2012;
Yfantis, 2008;
Tsuchiyama,
2013; Verdoodt,
2013;
Kalogirou,
2013)

1 (Walter,
2013)

| (Guo, 2018)

1 (Osipov, 2016)

| (Fredsoe, 2018)
Fark

yok. konum vs
neg. biyopsi
(Stephan, 2015)

miR-221

! (Szczyrba,
2010;  Wach,
2012;  Zedan,
2018; Kurul,
2019;
2010;
2008;
2007;
Tsuchiyama,
2013;
Casanova-Salas,
2014; Kneitzm,
2014)

1 (Song, 2015)

Schaefer,
Yfantis,
Porkka,

1 (Kotb, 2014)

7 (Agaoglu,
2011)

| (Fredsoe, 2018)

miR-222

| (Wach, 2012;
Schaefer, 2010;
Martens-

Uzunova, 2012;

Veri

bulunamadi

Veri bulunamadi

| (Fredose, 2018)
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Porkka  2007;
Tsuchiyama,
2013)
miR-375 |1 Tt (Porzycki, |1 (Zedan, 2018;|1  (Foj, 2017,
(Szczyrb | 2018; Nguyen, | Gao, 2016; | Stuopelyte, 2016)
a, 2010; 2013; Brase,| Endzelins, 2017; |Fark
Wach, |2011; Cheng,| McDonald, yok. PCa ve
2012; 2013; Haldrup, | 2018),  (Huang, | kontroller (Bryant,
Schaefer, 2014; Wach,| 2015) -|2012)
2010; 2015), EV'ler | | Fark yok. PCa vs
Nguyen
, (Bryant, 2012) | (Kachakova, BPH (Fredsoe,
2013: - EV'ler 2014) Fark | 2018)
Brase yok. PCa ve
’2011; kontroller  (De
Stuopelyte, Souza, 2017)
2016; Yfantis,
2008;  Costa-
Pinheiro, 2015;
Haldrup, 2014,
Nam, 2018)
let-7a ! (Szczyrba,| T (Haldrup, |1 (Mello-Grand, | | (Fredsoe, 2018)
2010;  Wach,|2014) 2018)
2012; Kelly, ! (Endzelins,
2015; Porkka, 2017) - EV'ler
2007; Tian,
2015) Fark
yok. PCa s
BPH (Pesta,
2010)
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let-7c

!
2010;

2019)

(Szczyrba,

Kurul,

!

(Cochetti,

2016)

| (Kachakova,

2014;
2012)

Chen,

1 (Fredsoe, 2018),
(Foj, 2017) -
EV'ler
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2.4, MIKRORNA-499A-5P

Proje kapsaminda ele alinan mikroRNA449a (miR449a), miRNA-34 ailesi (miR34a,
miR34b) ile ayn1 koken dizilerini iceren mikroRNA449 ailesinin (miR449b ve
miR449c) en iyi karakterize edilmis tliyesidir. miR34¢ bu grupta yine dikkati ¢ceken
onemli bir hedeftir. Koken alinan dizideki yuksek benzerlik nedeniyle, bu altt miRNA,
islevsel olarak iligkili bir miRNA ailesini olusturmaktadir. miR449a, prostat kanseri
dahil gesitli kanser tlrlerinde duizensiz miktarlarda tespit edilmistir. miR449a'nin asir1
ifadesi, dnemli diizeyde hiicre yaslanmasina neden olabilir ve onkojenleri dogrudan

hedefleyerek kanser hiicresi biiyliimesini, go¢iinii ve istilasin1 6nleyebilir.

mirBase veri tabaninda miR499a dizisi ile ilgili karakteristik 6zellikler Sekil 3’de

gortlmektedir.

Bu verilere gore miR-499a-5p 142 deneysel c¢alisma sonucunda, 75878 okumada

tanimlanmistir. miR-499a-3p 51 deney sonucunda 2825 okumada tanimlanmustir.

hsa-mir-499a MI0003183:
GCCCUGUCCCCUGUGCCUUGGGCGGGCGGCUGUUAAGACUUGCAGUGAUG
UUUAACUCCUCUCCACGUGAACAUCACAGCAAGUCUGUGCUGCUUCCCGUC
CCUACGCUGCCUGGGCAGGGU

hsa-mir-499a-5p: 3 - uuaagacuugcagugauguuu - 53

hsa-mir-499a-3p: 70 - aacaucacagcaagucugugecu - 91

Sekil 3. miRBase veri tabaninda hsa-miR-499a icin verilen karakteristik 6zellikler

Genomik lokasyonu 20q11.22 belirlenen miR499a Sekil 4 de goriilmektedir. 20.

Kromozomda yer alan miR-499a ve miR-499b benzer bir lokasyonda bulunmaktadir.
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ACEE2 HIR493A HAF24-AE1-EDEHRZ
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RHU&-407F

Sekil 4. Genomik miR-499a lokasyonu [64].

miR-34c'nin DNA hasarma yamt olarak hiicre sagkalimai ile ilgili 6nemli bir hedef olan
c-Myc'yi negatif olarak diizenledigi gosterilmis olsa da, miR-449a ve diger bes Uyenin
farkli veya ortiisen hedefleri olup olmadigi heniiz agikliga kavusturulmamistir. Ayrica
fonksiyonel olarak miR449a, hiicre cogalmasim1 destekleyen veya onkojenik
potansiyele sahip bilesenleri hedefleyerek kanser hiicrelerinin proliferasyonunu,
istilasini ve go¢und inhibe eden anahtar bir miRNA olduguna dair gériisler mevcuttur.
Bugtine kadar, MET, GMNN, CCNE2, SIRT142, HDAC134, CKD6, CDC25A37 ve
E2F43 dahil olmak tizere birkag miR449a hedefi tanimlanmistir[65],[66].

Bu ¢alismalarin sonuglari, miR449a'nin tiimor tedavisinde potansiyel bir uygulamaya
sahip olabilecegini 6ne siirdii. Bu calismada, miR449a'nin prostat kanseri (LNCaP)
hiicrelerinde c-Myc'i hedefleyerek in vitro ve in vivo olarak prostat kanserinin
radyosensitiviteyi arttirma Ozelligine sahiptir. miR449a, LNCaP hiicrelerinde
radyasyona yanit olarak ifadesi arttigi ve c-Myc’in bu durumda ifadesinin arttigi
gosterilmistir. Bu durum hiicre siklusunda énemli bir etki gostermistir. C-Myc'i miR-
449a'nin dogrudan hedefi oldugu hipotezini destekleyen bu bulgular prostat kanseri
hiicrelerinde ilgi ¢ekmektedir, miR449amin LNCaP hiicrelerinde c-Myc
ekspresyonunu baskilayarak radyosensitiviteyi artirmasi nedeni ile kanser terapisinde

hedef miRNA’ nin etkisinin modellenmesine yardimc1 olmustur.

miR499a birgok patolojik durumda incelenen 6nemli bir biyolojik hedeftir. Cok yakin
zamanda yapilan bir ¢caligmada pankreas kanseri olan 124 hasta (kanser grubu), 100
iyi huylu pankreas hastaligi olan hasta (iyi huylu kontrol grubu) ve 100 saglikli kisi
(saglikli kontrol grubu) de aglik vendz kan drnekleri, CA199 seviyelerini ve serumda
miR499a-5p'in goreceli ifadesini gdstermislerdir. Iyi huylu kontrol grubunda ve
kanser grubunda CA199 ekspresyonu, saglikli kontrol grubundakinden énemli Olglide
daha yuksekti. Bununla birlikte, kanser grubundaki miR499a-5p ekspresyonu, iyi
huylu kontrol grubu ve saglikli kontrol grubundakinden énemli 6lgiide dahayuksekiti.
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Ancak malin olmayan kontrol grubu ile saglikli kontrol grubunda serum miR499a-5p

diizeyinde bir fark tanimlanmamustir[67],[68].

Bu drneklemde, miR499a-5p'nin pankreas kanseri tanisinda tek basina kullanildiginda
duyarhlik ve 6zgiilliigiiniin CA199'dan daha 1yi oldugunu ifade edilmistir (p <0.05).
Ayrica serum miR499a-5p, CA199 ile birlestirildiginde, pankreas kanseri igin tanisal
deger onemli dl¢iide arttirmustir (p <0.05). ikili lusiferaz raportdr analizi, PTEN'nin
mMiR499a-5p'nin bir hedef geni oldugunu ayrica gosterilmistir [69]. Bir baska
calismada ise, MiR499a-5p hem yiiksek derecede metastatik akciger kanseri hiicre
hatlarinda hem de besiyerinden izole edilen eksozomlarinda yiiksek diizeyde ifade
buldugu gosterilmistir. miR499a-5p asir1 ekspresyonu hiicre proliferasyonunu, goginu
ve EMT'yi tesvik ederken, miR499a-5p ifadesinin baskilanmasi bu biyolojik hedefleri
in vitro baskilamigtir. miR499a-5p'nin antagomir uygulamasiyla inhibisyonu, in Vvivo

tiimor biliylimesini kisitlamaktadir[70].

Sonug olarak, yiksek derecede metastatik hiicre hattindan tiiretilen miR499a-yeterli
eksozomlar, artmis hiicre proliferasyonu, migrasyon ve mTOR yolu ile EMT, ve etki
miR-499a-5p inhibitori ile inhibe edilebilir. Calisma, kanser kaynakli ekzozomal
miR-499a-5p'nin potansiyel tanisal ve terapotik degerini ortaya koymakta ve metastazi

module eden yeni bir molekiiler mekanizma hakkinda yeni bir fikir vermektedir [71].
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. HUCRE KULTURU

PC3 dt ve PC3 p53+ prostat kanseri hiicre hatlarit American Type Culture Collection
(ATCC® CRL-2547™ ve ATCC® CRL-1469™) katalog numarasiyla alinmstir.
Hiicreler % 10 fetal sigir serum (FBS), %1 penisilin/streptomisin iceren RPMI-1640
besiyerinde, %5 CO2 ve 37 °C’lik nemli etlivde biyltiilmistir. Hiicreler
yogunlastiginda eski besiyeri atilarak 1X fosfat tamponlu tuz (PBS) ile yikanmuistir.
Daha sonra % 0,25°lik tripsin-EDTA eklenerek hiicreler 37 °C’de 5 dk bekletilmistir.
Esit miktarda besiyeri kullanilarak enzim inaktivasyonu saglandiktan sonra hiicreler
2000 rpm'de 5 dakika santrifiij edilmistir. Pellet 1 ml besiyerinde ¢oziildiikten sonra
hiicre sayimi1 gergeklestirilmis ve ana stok hiicreleri ile yapilacak deneyler

dogrultusunda gerekli olan hiicrelerin uygun petrilere ekimi gerceklestirilmistir.

3.2. HUCRELERIN DONDURULMASI

Petri kabinda yapismis halde duran hiicreler tripsin-EDTA ile muamele edilerek
kaldirilmigtir. Kullanilan tripsin-EDTA ile esit miktarda besiyeri kullanilarak enzim
aktivitesi inhibe edilmis ve 15 ml’lik tiip igerisinde toplanan hiicreler 2000 rpm’de 5
dakika santrifuj edilmistir. Pellet 1 ml PBS igerisinde ¢oziilerek hiicre sayimi
yapilmustir. Yaklasik 1x106 htcre tizerine 1 ml dondurma medyasi eklenerek hiicreler

kriyo tliplerine aktanlmis siv1 azot tankinda saklanmaigtir.
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3.3. HUCRELERIN COZULMESI

S1vi azottan ¢ikarilan hiicreler hizli bir sekilde ¢6ziilerek dondurma medyasi tizerine
besiyeri eklenmistir. Hiicreler 2000 rpm'de 5 dakika santrifiij edilmis ve medya
atilmigtir. Hicreler 1 ml besiyerinde ¢ozulerek 25 veya 75 cm2 ' lik petrilere ekilmistir.
Segili cisplatin ve paklitaksel uygulamalart sonucunda 10 pL. MTT boyast (3-
(4,5Dimethlythiazol-2-yl)-2,5Diphenlytetrazolium Bromide) uygulanmistir. MTT
boyast uygulanan hiicreler 4 saat boyunca 37°C ve %5 CO?2 igeren etlivde inkiibe
edilmistir. 4 saat sonunda olusan formazan kristalleri lizerine 100 pL. DMSO
uygulanmustir. Petri 5 dakika karanlikta inkiibe edilmistir. Spektrofotometrik tayin igin
570nm ve 655 nm dalgaboyunda absorbans Ol¢iimii gerceklestirilmistir. Canli
hiicrelerde mor renkli formazon tuzu olusturmasi sonucu kolorimetrik yontemle hiicre

canlilig1 belirlenmistir.

3.4. HUCRE CANLILIGIN MTT TESTI iLE BELIRLENMESI

PC3 ve PC3 p53+ prostat kanseri hiicre hatlar1 hiicre sayma cihaz1 (EVE™ Automated
Cell Counter, NanoEnTek) ile total hiicre sayilarak 96 kuyulu petri kabina her kuyuda
1x104 hiicre olacak sekilde ekilmistir.

35.  KOLONIi FORMASYON DENEYi

Prostat kanseri hiicre hatlari PC3 ve PC3 p53+ hiicreleri tripsinizasyonla kaldirilarak
sayimi gerceklestirilmistir. 6 kuyulu petriye her kuyuda 3x103 hiicre olacak sekilde
ekim yapilmistir. Ekim yapildiktan 24 saat sonra control grubu ve farkli dozlarda
palbociclib ve abemaciclib ile muamele edilmis gruplar olusturulmustur. lag
uygulamasindan 24 saat sonra hiicrelerde bulunan mevcut medya uzaklastirilip yerine
yeni medya eklenmis ve 10 giin boyunca besiyerleri 2 giin arayla degistirilerek
hiicreler 37°C ve %5 CO2 igeren etiivde inkiibe edilmistir. 10.giin hiicreler
Metanol/Asetik Asit karisimi (3:1) ile 10 dakika fikse edilmis ve %0,5 Kristal Viyole
ile 15 dakika inkiibe edilmistir. Goriintiiler Chemidoc cihazinda ve her bir koloni 151k

mikroskobunda goriintiilenmistir.
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3.6. FLORESAN MIKROSKOBU

Hiicrelerin canliligi i¢in kullanilan yontemlerden biri de floresan boyalarla hiicre
canlilifin1 géstermektir. Bu nedenle pankreas kanseri hiicre hatlart PC3 ve PC3 p53+
100.000/kuyu olacak sekilde 12'lik hiicre petrilerine ekimleri gergeklestirildikten bir
giin sonra farkli kondiisyonlara tabi tutulmustur. Bu uygulamadan 24 saat sonrasinda

farkl1 floresan boyalar1 uygulanmstir.

Ekimden 24 saat sonra petri belirlenmis dozlarda Palbociclib ve Abemaciclib ile
muamele edilmistir. Ilaglama yaptiktan 24 saat sonra 3,3 diheksiloksakarbosiyanin
iyodiir (DIOC6) boyas1 son konsantrasyon 4mM olacak sekilde PBS ile hazirlanmis
ve direkt hiicrelerin tizerine 1uL uygulanmistir. 37°C’de ve %5 CO2 igeren etlivde 15
dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonras hiicreler floresan mikroskobu ile 10X

blyltmede incelenmistir.

3.7. TOTAL PROTEIN iZOLASYONU

Her bir pankreas hiicresi 1x106 hiicre olacak sekilde 100 mm ¢apli hiicre kiiltiiri
petrilerine ekilmistir ve uygun miktarda besi ortaminda bekletilmistir. Belirlenen doz
ve zamanda ila¢ uygulamasi gerceklestirilmistir. Ila¢ uygulamasindan 24 saat sonra
hiicrelerin tizerindeki besiyeri atilarak, hiicrelerin iizerine soguk 1X PBS eklenmistir.

Hiicreler kaziyicilar ve 1X PBS yardimu ile petri yiizeyinden kaldirilmistir.

Ardindan hiicreler mikrofijj tiipiinde toplanmistir ve 2 dakika 13200 rpm’ de santrifiij
edilerek, siipernatant uzaklastirilmistir. Uzerine hiicre 6zitleme tamponu (PhosSTOP,
Roche® fosfataz inhibitor koktail ve cOmplete EDTA-free, Roche® proteaz inhibitdr
koktail tabletleri ¢ozdiiriilmiis Complete Lysis-M, Thermo Fischer) yaklasik 50 pl
olarak eklenmistir (pellet yogunluguna gére daha az olabilir). Ornekler oda
sicakliginda, 15 dakika sallayicinin iistiinde bekletildikten sonra 16400 rpm’ de, 15
dakika +40C’ de santrifiijlenerek ayristirilmistir. Santrifiijden sonra siipernatant yeni

bir mikrofiij tiipiine alinarak ve -800C’ de saklanmistir.
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3.8. PROTEIN MiKTARININ BRADFORD ANALIZi iLE BELIRLENMESI

Total proteinlerin kantifikasyonu icin Bradford yontemi kullanilmistir. Bradford
yontemi Coomassie Brillant Blue G-250 ile farkli konsantrasyonlardaki protein
¢ozeltilerine baglanan konsantrasyonu bilinen standart bir proteinden (BSA)
konsantrasyonu bilinmeyen proteinin tayini i¢in kullanilir. 1,5 pg/uL BSA (Bovine
Srume Albumin) soliisyonu standart egri ¢izmek icin 96 kuyucuklu plaklara 2 tekrar
olmak tizere 1,5,3, 4,5 6 ve 7,5uL konmustur. Total proteinden iki tekrar olmak iizere
1 uL konmustur. Her kuyu tzerine 200 pL Bradford solusyonu eklenir ve 5 dakika
oda 1sinda karanlikta inkiibe edilmistir. 96 kuyulu plak Microplate Reader cihazinda
595nm dalga boyunda Olgiim yapilir (OD 595 nm.) Aleti sifirlamak igin sadece
Bradford soliisyonu konan (blank) kuyucugu alete tanitilarak sifirlama islemi
gerceklestirilmistir. Farkli konsantrasyonlardaki BSA’nin 595 nm dalga boyunda
verdikleri absorbans degerlerine gore standart bir egri ¢izilir. R2 degerinin
hesaplanmas ve standart egrinin analizi gerceklestirilmistir. Izole edilen ve absorbansi

belirlenen 6rneklerin konsantrasyonu standart egri grafigi kullanilarak belirlenmistir.

3.9. SDS-PAGE JEL HAZIRLANMASI

Izole edilen ve kantifikasyonu yapilan proteinlerin ifadesinin incelenmesi igin SDS-

PAGE (sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi) yontemi kullanilmistir.

SDS-PAGE elektroforez sisteminde kullanilacak tim kaset ve cam malzemeler distile
su ile yikandi. Jel dokmek icin kaset sistemleri hazirlandi. SDS-PAGE
elektroforezinde kullanilacak ¢ozeltiler ve tampon soliisyonlar hazirlandi. %10 ve

%12’lik ayirma jeli igerigi hazirlandi.

Yukleme jeli icin belirlenen oranlarda jel igerigi hazirlanir %10 APS ve TEMED ayni
anda jel igerigine eklenerek alt jel iizerine iist jel karisimi mikropipet yardimiyla
eklenir. Daha sonra 1X SDS-PAGE yiirlitme tamponu yiiriitmenin yapilacagi

elektroforez tankina eklenir. Jel elektroforezin gerceklesecegi kasete yerlestirilir.

3.10. PROTEIN ORNEKLERININ HAZIRLANMASI

Izole edilen proteinlerin immunoblot yéntemi ile gdsterimi igin her bir 6rnek 4X

Laemli (Protein indirgeme tamponu) ile muamele edilir. Protein indirgeme tamponu
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icerisinde bulunan gliserol yogunluga bagl olarak proteinlerin jelde kuyu boyunca
yiirlimesini saglar, B-mercaptoetanol proteinlerin ii¢ boyutlu yapisini bozar, SDS
proteinleri negatif yikleyerek elektroforetik ortamda proteinlerin  molekdl
agirliklarina goére ayrismasini saglar. Tris-HCL tampon ¢ozelti olarak ortam pH’sini
dengeler. Bromofenol mavisi proteinleri boyayarak jel kuyucugunda goriiniir
kilmaktadir. Bradford yontemi ile olusan standart egri profili sonucunda 4:1 oraninda

4X Laemli ile karistirilarak kuyucuk basina

35 ng olarak hesap edilen ornekler 95°C’de 5 dakika denatiirasyona tabi tutulur.
Denatiirasyon sonrasi sogutmali santfirijde 30 sn santrifiij islemi gerceklestirilir.
Hazirlanan protein ornekleri buza alinir. Jel kuyularindan bir tanesine protein marker
yuklenir. Daha sonra protein 6rnekleri yiklenir. Protein marker ve hazirlanan 6rnekler

85V’da 2,5 saat SDS igeren yliriitme tamponu igerisinde ylriitilmiistiir.

3.11. PROTEINLERIN MEMBRANA TRANSFERI

SDS-PAGE ile molekil agirliklarina gore ayrilan proteinler jelden daha stabil bir yap1
olan poliviniliden diflorir (PVDF) membrana aktarilma islemi gergeklestirilmistir. Bu
stirecte membran por ¢ap1 0,45uM olan membran metanol igerisinde 2 dakika aktif
hale getirilmistir. Tank igerisi 1X Western blotlama tamponu ile dolduruldu ve

1sinmay1 onlemek adina tank etrafina buz yerlestirildi.

Transfer islemi 300mA’de 60 dakika gerceklestirildi. Transfer sonras1 %5 yagsiz siit

ile 1 saat oda sicakliginda calkaland.
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3.12. BLOKLAMA 1ISLEMi VE PRIMER-SEKONDER ANTIiKORLA
ISARETLEME

Membrana transfer edilmis ve siit ile bloklama islemi gerceklestirilmis olan protein
ornekleri hedef birincil antikorlarla 1 gece +4°C’de inkiibe edildi. Hedef anti-

rabbit/mouse antikorlar Cell Signalling Technology ‘den temin edilmistir .

1 gece primer antikor ile mualemenin ardindan sekonder antikora alinmadan Once
yikama islemi gerceklestirilir.1X TBS yikama tamponu ile membran 2 kez 15 dakika
calkalayicida diisiik devirde (rpm) c¢alkalanir. Ardindan HRP ile konjuge edilmis

sekonder anti-rabbit/mouse antikoru ile 1 gece +4°C’de inkiibe edilir.

3.13. PROTEIN BANTLARIN GORUNTULENMESI

Sekonder antikorla muamele edilen membranin kemiliiminisans ¢ekimi i¢cin ECL
sollisyonu hazirlanmistir. Membranin ¢ekimi i¢in sekonder sonrasi yikama islemi
gerceklestirilmistir. Membran yikamasi 2 kez 15 dakika 1X-TBS-T yikama tamponu
ile ve 1 kez 1X-TBS yikama tamponu ile 15 dakika ¢alkalayicida diisiik devirde (rpm)
calkalanir. Ardindan ¢ekim i¢in karanlik ortamda membran ECL soliisyonu ile 3
dakika inkiibe edilmis ve membran goriintileme cihazina yerlestirilmistir.
Membrandan elde edilen bant gorintilerinin Image] programi ile analizi

gergeklestirilmistir.

3.14. MIKRORNA iN SILiCO ANALIZLERI:

Tez kapsaminda miR-499 hedefi miRBase ve Diana path veri tabanlarinda
etkilesimleri agisindan modellendi. Bu etkilesimlerde algoritmanin normal degerleri
kabul edilerek KEGG ve GO etkilesim modelleri ¢alisildi. GEO veri tabaninda elde
edilen agik veriler PC3 miR499 ve PC3 M miR499 transfeksiyonu sonucunda

hiicrelerde degisen gen hedeflerinin karsilastirmasi i¢in degerlendirildi.
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4.  SONUCLAR

Tez kapsaminda gergeklestirilen ¢aligmalar iki ayr1 kategoride tamamlanmustir:

1. PC3dt ve p53 ifadesi bulunan hiicrelerde cisplatin ve paklitaksele verilen
hiicresel cevaplarin hiicre sagkalimi ve 6liimii acisindan incelenmesi

2. miR499’un prostat kanseri hiicrelerinde temel roliiniin arastirilmasi

4.1. CISPLATIN VE PAKLITAKSEL SITOTOKSIiK AJANLAR OLARAK
PC3 DT VE P53 HUCRELERDE APOPTOZA NEDEN OLMAKTADIR.

PC3 dt ve p53 + hicreleri 24 saat boyunca secili dozlarda cisplatin veya paklitaksele
maruz birakildi. Bu islemin ana amaci apoptotic etki gosterdigi bilinen konvansiyonel
kemoterapotik ajanlarin hiicre canliligi tizerindeki etkisinin gosterilmesi idi. Bagil
hiicre canlilig1 sonuglarina gore control hiicrelere oranla 25 {M ve 50 {M cisplatin
hiicre canliliginda 1limlh diizeyde azalmaya neden olmustur. Ancak PC3 dt ve p53 +

arasinda anlamli bir fark gdzlenmemistir (herbir doz kontrole karsin p>0,05) (Sekil 5).

EMPC3IWT mPC3p53+
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IR II
0 25 50

Bagil hiicre canlilig (%)
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CISPLATIN UYGULAMASI (24 SAAT MIKROM)

Sekil 5. Cisplatine 24 saat boyunca maruz birakilan PC3 ve p53+ prostat kanseri

hiicrelerinde bagil hiicre canliligt MTT testi ile belirlenmistir.
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Benzeri sekilde paklitaksel uygulamasi sonucunda 12,5 nM paklitaksel PC3 dt
hiicrelerde en c¢ok sitotoksik etkiye neden olurken, 25 ve 50 nM %50 civarinda PC3 dt
hiicrelerde hiicre canliligini azaltmistir. p53 ifadesine sahip hiicrelerde ise 50 nM

uygulama etkili olmus ve dt hiicrelere gore daha fazla hiicre canliligina ket vurmustur.
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Sekil 6. Paklitaksele 24 saat boyunca maruz birakilan PC3 ve p53+ prostat kanseri

hiicrelerinde bagil hiicre canliligt MTT testi ile belirlenmistir.

Bu kapsamda ayrica koloni olusturma yetkinligi her bir hiicre grubu ve ila¢ uygulamasi
icin Sekil 7°de incelenmistir. ila¢ uygulamasma maruz birakilan hiicreler 24 saat sonra
yeni besiyeri ile 10-14 giin boyunca bekletildiler. Bu siiregte koloni olusturma
potansiyelleri incelendi. Kristal viyole boyama sonrasinda tiim ilag tiplerinin hem dt
hem de p53 ifadesi olan PC3 prostat kanseri hiicrelerinde etkili bir sekilde koloni
olusumunu engelledikleri gosterildi. Boylece secilen ilaglarin hiicre sag kalimina

ketvurucu etkileri gosterilmistir.
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Sekil 7. Koloni olusum deneyi, doza bagimli cisplatin ve paklitakselin, PC3 WT ve PC3 p53

+ hiicrelerinin koloni olusturma potansiyelini azalttigini gosterdi.

Cisplatin veya paklitaksel uygulamasinin apoptotik markirlar tizerindeki etkisi
incelendiginde, PC3 dt hiicrelerde caspase 3 ifadesinin her iki ilag uygulamasi
sonucunda artis gostermesi anlamli bir sonu¢ olarak kaydedilmistir. Ancak p53
ifadesine sahip PC3 prostat kanseri hiicrelerinde bu artis 6zellikle cisplatin 12,5 uM
ve paklitaksel 25 nM uygulamasi sonucunda caspase 3 ifadesi i¢in gosterilememistir.
Caspase 9 ifadesinde de benzeri sekilde 25 uM cisplatin ve 25 nM paklitaksel igin bu
etki tanimlanamamistir. Bu durum yiikleme kontrollerideki diizensizlik nedeni ile

deneylerin tekrar edilmesi gerekliligini gostermektedir (Sekil 8).
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Sekil 8. p53'iin asir1 ekspresyonu, cisplatin ve paklitaksel ile tedaviyi takiben bir apoptoz

markdri olarak Kaspaz-3 ve Kaspaz-9'un ekspresyon seviyelerini modiile etti.
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4.2. MIR-499°UN PROSTAT KANSERINDE ONEMININ GOSTERILMESI

miR499a bircok dokuda ifade bulan bir hedef oldugu DNA veritabanlarinda (Sekil 9)
kopya sayis1 ve ifade diizeyi acgisindan farklit RNA seq sonuglari ile analiz edilmistir.
Sekil 9°da TCGA veritanbanindaki 568 prostat kanseri hastas1t TCGA prostat kanseri
veritabanindan ¢ekilmis ve analiz edilmistir. Ustiiste gelen ve hata pay1 olusturan hasta
profillerine ragmen Kaplan Meier grafiklerine gore miR499a ifadesi hastalarin

yarisinda yi1gilim goriilen cut-off degerine prognoz ile iligkilidir.

Ayrica Gleason skora gore miR499a kopya sayisi incelenmis ve dagilim grafigi Sekil
10°da gosterilmigtir. Veri dagilimi istatistigine gore Gleason 7 ve iistii miR499a

kopyas ayis1 artis gdstermektedir (Sekil 10).

Bu kapsamda calisilan veri setlerine gore karsinojenik dokularda miR499a ifadesi ilgi
¢ceken miRNA hedeflerinden birisidir (Sekil 11).

Bu amagla inceleme yaptigimiz GEO veri seti temelde PC3 ve metastatik 6zelliklerde
PC3 hiicrelerinde miR499a transfeksiyonu sonrasinda degisen gen hedeflerini
tanimlayan biiyiik 6lgekli bir RNA dizileme ¢aligsmasi olarak bu ¢alismada detayli bir
sekilde analiz edildi. Agilent iki renkli Diisiik RNA Girisli Dogrusal Amplifikasyon
Kiti etiketleme protokolii ile PC3 dt toplam RNA 6rnekleri PC3 M miR499 transfekte
edilmis 6rneklerin toplam RNA igerigi ile karsilastirllmistir (GEO GSM2450432).
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Sekil 9. Xena Browser TCGA Prostate Cancer veri tabanina gére miR499 ifadesi prognozda

onemlidir.
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Sekil 10. Gleason skora gére miR499a ifadesinin dagilim grafigi Pearson korelasyon

faktoriine gore Xena Browser veritabaninda incelenmistir.
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Sekil 11. miR499a ifade edildigi dokular ve biyolojik 6zellikleri

miR499a-5p ve miR-499-a-3p prostatdokusunda hedefleri oldugu bilinen be diger
dokulara oranla daha fazla ifade buldugu gosterilen hedeflerdir. miR-499a-5p siklikla
kalp ve iskelet dokusunda ifade bulmakla beraber, prostat dokusunda etkilesimi

bilinen 54 farkli hedefe sahiptir.
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Sekil 12. IMOGA atlas uygulamasina gore dokularda miR-499-5p bulunurlugu ve

etkilesimde oldugu gen hedefleri

Bununla beraber miR-499a-3p hedefi ise 512 6ngoriilen ve etkilesimi modellenen

prostat dokusunda hedefe sahiptir. Prostat dokusunda miR-499a-3p hedefi oldukga

yuksek oranda ifade edilmektedir. Kalp ve iskelet sistemindeki etkisi yuksektir. Deri,

mide, serebral korteks ve tiroid dokusu prostat dokusu gibi yiksek etkilesim diizeyine

sahiptir.
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Sekil 13. IMOGA atlas uygulamasina gore dokularda miR-499-3p bulunurlugu ve
etkilesimde oldugu gen hedefleri

Yapilan analizlerde miR499 transfeksiyonu yapilan PC3 hiicrelerindeki degisen genler
ortalam degisime ugrayan gen hedefleri icin Sekil 12°de log 2 tabaninda hesapsal
gosterimle p<0,05 i¢in ¢izilmistir. Ayn1 gen grubu miR499 transfeksiyonunun
etkiledigi gen gruplarmin daha iyi ayrimi i¢in log2 ve logl0O tabaninda yeniden
degerlendirilmis ve degisen gen ifadeleri azalan ve artan gen ifadeleri agisindan

modellenmistir (Sekil 13).
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miR-499 PC3 vs miR-499 PC3M, Padj<0.05
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Sekil 14. Log 2 tabaninda farkli ifadesi goriilen genlerin (artan kirmizi, azalan mavi) PC3
mir499 transfekte edilen hiicrelerle PC3 metastatik (PC3 M) miR499 arasinda ortalamaifade

diizeylerinden herbir gen hedefi i¢in karsilastirilma yapilmstir.
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Sekil 15. Log 2 ve log 10 anlamlilik diizeyinde farkli ifadesi goriilen genlerin (artan kirmizi,
azalan mavi) PC3 dt ve miR499 arasinda ortalama ifade diizeylerinden herbir gen igin

karsilagtirilmigtir.

Bu sonuglara istinaden tiim anlamli diizeyde degisim gosteren gen hedefleri i¢in venn

diagramu ile ortak degisim gosteren ve farklilik arz eden hedeflerin sayist
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tammlanmustir. Istatistiksel anlamlilik sinirinda elde edilen venn semasina gore 1707
hedef miR499 transfeksiyonundan bagimsiz tim degisimlerde ve dogal tip 6rneklerde
degisim gosterirken, miR499 PC3 hiicrelerinin metastatik PC3 hiicrelerine nazaran

miR499 transfeksiyonunda degisime ugrayan sadece 182 hedefi oldugu belirlenmistir
(Sekil 14).

Venn Diagram
GSE93290: limma, Padj<0.05

miR-499 PC3 vs miR-499 PC3M vs
miij},QS PQ‘;M others

182 2676 741

608

others vs

miR-499 PC3 52754

Sekil 16. miR499 etkisi ile degisen mRNA ifadelerinin PC3 dt ve PC3 metastatik

hiicrelerdeki etkisinin diger hedeflere gore degisime ugrayan hedeflerin gosterimi.

44



5. TARTISMA

Bu tez ¢alismasinin ilk kisminda PC3 prostat kanseri hiicrelerinde temel olarak hiicre
sagkalim1 ve oliimii kapsaminda bir hiicresel model olusturulmus ve bu kapsamda sag
kalim vedliim analizleri gerceklestirilmistir. Tezin ikinci kisminda ise mir499 hedefli
olarak ayni hiicre hattinda gerceklestirilen RNA sekanslama BioProject datasi

incelenmistir.

Kanser, diinya ¢apinda tiim cografi bolgelerde insanlarin yasamlarini ve halk sagligini
ciddi sekilde etkileyen kronik bir hastaliktir. Diinya Saglk Orgiitii'niin (DSO)
Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajanst kisa bir siire 0nce kanser istatistiklerini
yayinladi. Bu rapora gore 2012'de diinya ¢apinda 14,1 milyon yeni kanser vakasi, 8,4
milyon 6lim meydana geldi [72].

Kanserojen etkilerin nedeni heniiz tam olarak agikliga kavusturulmamis olmasina
ragmen, kanserojen etkilerin ¢oklu g¢evresel ve genetik faktorleri iceren karmasik
surecler oldugunu gosteren giderek artan sayida kanit vardir. COVID-19 pandemisinin
ardindan kanser vakalarindaki degisim sayilar1 ise halen mevcut hesapsal yontemlerle
tam olarak on goriilememekle beraber, kanser goriilme sikliginda pandemi nedeni ile

artis beklenmektedir.

miRNA'lar, 6karyotlarda diger genlerin ekspresyonunu diizenleyebilen ~ 19 ila 24
niikleotid RNA molekiilleri olarak [44], c¢esitli hiicresel fonksiyonlarin
dizenlenmesinde 6nemli bir rol oynayan molekiler hedeflerdir. Hiicrelerde miRNA
ifade dizeyi ile ilgili diizenin bozulmasi1 genellikle gesitli hastaliklarla iligkilidir.
miRNAlar bu nedenle kansere bagli hedef gen ekspresyonunun ve yollarinin
diizenlenmesi yoluyla timérijenezde 6nemli bir diizenleyici rol oynar. Cesitli kanitlar,
miRNA'larin  bagisiklik tepkilerine katilabilecegini gostermektedir; enflamatuar

tepkiler; enfeksiyonlar; ve hiicresel metabolizma, biyume ve gog [73].
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miR-499, Ozellikle kanser ve miyokard enfarktusi gibi hipoksik-iskemik kosullar
altinda, birden fazla gen ve sinyal yollarin1t modiile ederek 6nemli transkripsiyon
sonrast diizenleyici roller oynayan mikroRNA'lardan biridir[74][75] .[76] , miR-
499'un FOX04 ve PDCDA4'ii hedefleyerek kolorektal kanser hiicrelerinin metastazini
tesvik edebilecegini ve miR-499'un kolorektal kanser icin yeni bir potansiyel terapotik
hedef olarak kabul edilebileceginini ifade etmistir. Li vd. ayrica miR-499'un VAV3'l
hedefleyerek kiiclik hiicreli olmayan akciger kanserinde bir tiimor baskilayici olarak
islev gordiigiinii bulmustur [77]. miR-499, WNT/ B-katenin sinyal yolu gibi ¢esitli
sinyal yollariylada iligkili bir molekiiler hedef olarak hiicre farklanmasi ve
degisiminde 6nemli rollere sahiptir [78].Wang ve ark.(2015),miR-499-5p seviyesinin
asag1 diizenlenmesinin PTEN'i hedefleyerek PI3K / AKT / GSK sinyal yolunu ve
glikojen sentezini bozdugunu ifade etmislerdir.[79] Bu duruma paralelolarak Ando ve
ark. (2014), miR-499'un tiimor hedefli terapotik bir hedef olarak etkili olabilecegini
ifade etmistir.[75]

Eksosomal miR499 bu nedenle VAV etkilesimi ile endometrial kanserlerde terapotik
ozellikleri ile c¢alisilmistir [80]. Ekzozomal miR-499'un endometriyal kanser
hiicrelerinin proliferasyonunu ve endotel hiicre olusumunu in vitro galismalar
sonucunda inhibe ettigi gosterilmistir. [80]Timor hiicresi ¢ogalmasit ve timor
anjiyogenezi, timdr biiylimesi siirecindeki ana olaylardir. Bu bulgular, miR-499'un
endometriyal kanserde anti-kanser fonksiyonunu daha da netlestirmektedir.
miRNA'nin hedef mRNA'larin 3’UTR'lerine baglanarak bir gen diizenleme etkisi
uyguladigi 1yi bilinmektedir. Boylece miR-499'un VAV3'in 3'UTR dizisini

hedefleyerek hiicre proliferasyonunu baskilamaktadir[80]

Bu calisma kapsaminda miR433’iin prostat dokusundan ifade diizeyi tanimlanmis ve
var olan GEO veri tabani verilerinden tlrevlenen (GSM2450432) hedef genler Gizerine
aragtirma yapilmistir. Erisime acik olan bu veri setinde PC3 hiicrelerine lipofektamin
ile miR499 aktarilmis ve toplam RNA izole edilmistir [81].Bu ¢aligmada birden fazla
hiicre hatt1 ele alinmis. Biz ¢alismanin sadece PC3 dt ve PC3M hiicre hatlarindan elde
edilen RNA sekans verisini filtreledik ve ardindan miRNA hedefleri agisindan miR499
transfeksiyonu sonrasindaki degisimleri istatistiksel sinirlilik degerinde (p<0,05) tez

icerisinde analiz ettik. Bu kapsamda COVID-19 donemi 6ncesi hedefimiz p53 ifadesi
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geriye kazandirilan PC3 hiicrelerinde miR499’tin roliinii incelemekti. Ancak
laboratuvarlarin kapatilmasi nedeni ile proje sadece in siliko verilerin eldesi ile
tamamlandi. 346 protein hedefine ait mRNAnin miR499 transfeksiyonu sonrasinda
PC3 dt ve PC3M hiicreleri arasinda p<0,0001 istatistiksel anlamlilik diizeyinde
degistigini tespit ettik.

Bu kapsamda gergeklestirilen ¢ok protein hedefli STRING karsilastirmasinda 3 farkli

diigiim halinde hedefler arasindaki potansiyel etkilesimlerden etkilenen yolaklari

inceledik.

Sekil 17. STRING veri tabaninda miR499 transfeksiyonu sonrasinda PC3 dt ve PC3M

hiicreleri arasinda degisim gosteren protein hedefleri ve etkilesim ongoriileri.
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Bu etkilesim agina gére merkezi rol oynama potansiyeli olan ve birden fazla etkilesime
sahip bazi proteinler ilerideki caligmalarda miR499°un molekiiler hedefleri agisindan

yeni bilgileri saglama potansiyelindedir:

SELL L-selektin Hiicre yilizeyi yapisma proteini. Periferik lenf diigiimlerinde
lenfositlerin yiiksek endotelyal veniillerin endotel hiicrelerine yapismasina aracilik

eder. Endotelde 16kositlerin ilk baglanmasini ve yuvarlanmasini tesvik eder.

KLRK1 Katil hiucre lektin benzeri reseptor alt ailesi K, tye 1; Otolog timor
hiicrelerinin ve viriis bulagsmis hiicrelerin ylizeyinde goriintiilenen gesitli hiicresel
stresle indiiklenebilir ligandlara baglanma iizerine immiino-g0zetimde yer alan aktive
edici ve kostimulator bir reseptor olarak iglev goriir. Aktive edilmis dldiiriicii (NK)
hiicrelerde hem uyarict hem de uyarici dogustan gelen bagisiklik tepkileri saglayarak
sitotoksik aktiviteye yol acar. CD8 (+) T hicresi aracili adaptif bagisiklik yanitlarinda
T hicresi aktivasyonunu guclendirerek T hiicre reseptoril (TCR) icin bir kostimulator

reseptdr goérevi gorar.

CD244 Katil hiicre lektini Dogal 6ldrlci hiicre reseptort 2B4; Sinyal veren lenfositik
aktivasyon molekiili (SLAM) ailesinin heterofilik reseptord; ligandi CD48'dir. Homo-
veya heterotipik hiicre-hiicre etkilesimleri tarafindan tetiklenen SLAM reseptorleri,
¢ok ¢esitli immiin hiicrelerin aktivasyonunu ve farklilasmasini modiile eder ve bu
nedenle hem dogustan hem de adaptif immin tepkisinin diizenlenmesinde ve birbirine
baglanmasinda rol oynar. Aktiviteler, kii¢iik sitoplazmik adaptor proteinleri, SH2D1A
| SAP ve / veya SH2D1B / EAT-2'nin varlig1 veya yoklugu ile kontrol edilir. Aktive

edici dogal oldiiriicii (NK) hiicre reseptorii gérevi gortir.

MY L3 Miyozin hafif zinciri 3; Diizenleyici hafif miyozin zinciri. Kalsiyum baglamaz;

EF-el alan1 igerir

RTP1 Reseptor tasiyan protein 1; Spesifik olarak koku alma reseptorlerinin islevsel
hiicre ylizeyi ekspresyonunu tesvik eder, ancak diger GPCR'lerin degil; TMEM?7

ailesine aittir.

OPRM1 Mu-tipi opioid reseptori; Beta-endorfin ve endomorfin gibi endojen
opioidler icin reseptor. Morfin, eroin, DAMGO, fentanil, etorfin, buprenorfin ve
metadonu igeren dogal ve sentetik opioidler i¢in reseptor. Reseptdre agonist

baglanmasi, aktif olmayan bir GDP'ye bagli heterotrimerik G-protein kompleksine
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baglanmay1 ve ardindan G-protein alfa alt biriminde GTP icin GDP degisimini
indlkler ve bu da G-protein kompleksinin serbest GTP'ye bagli G proteini ile
ayrilmasina Yyol acar alfa ve G-protein beta-gama dimer, asagi akis hiicresel efektorleri

aktive eder.

GPR55 G-protein bagli reseptor 55; Enflamatuar ve ndropatik agr ile iliskili
hiperaljezide rol oynayabilir (benzerlik ile). L-alfa-lizofosfatidilinositol (LPI) icin
reseptér. LPI, heterotrimerik G proteini GNA13 ve RHOA vyoluyla hicre igi
depolardan Ca (2+) salimini indiikler. Varsayilan kanabinoid reseptorii. Osteoklast

sayisini ve fonksiyonunu diizenleyerek kemik fizyolojisinde rol oynayabilir.

DRD5 D (1B) dopamin reseptorl; Aktivitesi adenilil siklazi aktive eden G
proteinlerinin aracilik ettigi dopamin reseptorii; G-protein bagl reseptor 1 ailesine

aittir.

NPY Pro-noropeptid Y; NPY, beslenmenin kontroliinde ve gonadotrofin salgilama

hormonunun salgilanmasinda rol oynar; NPY ailesine aittir.

CASP1 Kaspaz-1; IL-1 beta'y1 bir Asp ve bir Ala arasinda bolen tiyol proteaz, cesitli
enflamatuar siireclerde yer alan olgun sitokini serbest birakir. Patojenlere karsi
savunma i¢in 6nemlidir. Sterol diizenleyici eleman baglayici proteinleri (SREBP'ler)
boler ve aktive eder. Apoptozu da tesvik edebilir. Enflamasom aktivasyonu iizerine,
DNA viriisii enfeksiyonu sirasinda, ancak RNA viriisii yliklemesi sirasinda, MB21D1
/ ¢cGAS'in bolinmesi yoluyla antiviral bagisikligi kontrol ederek onu inaktif hale

getirir; Peptidaz C14A ailesine aittir.

FASL Tumor nekroz faktoéri ligand Ust aile Gyesi 6; Apoptotik sinyali hiicrelere
dontistiiren bir reseptor olan TNFRSF6 / FAS'a baglanan sitokin. Sitotoksik T hiicresi
aracil1 apoptoz, dogal dldiiriicii hiicre aracili apoptoz ve T hiicresi gelisiminde rol
oynar. Bagisiklik tepkilerinin sonlandirilmasina katkida bulunan antijenle aktive olan
T hiicrelerinde kardes 6ldirtcd / intihar aktivasyonunun neden oldugu hicre 6limaind
(AICD) baglatir (benzerlik ile). TNFRSF6 / FAS aracili apoptoz, periferik toleransin

indiksiyonunda da rol oynar (benzerlikle).

TNFRSF1B Tumor nekroz faktorl reseptorl st aile tyesi 1B; TNFSF2 / TNF-alfa
icin yuksek afiniteye ve homotrimerik TNFSF1 / lenfotoksin-alfa i¢in yaklasik 5 kat
daha diisiik afiniteye sahip reseptor. TRAF1 / TRAF2 kompleksi apoptotik
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baskilayicilar BIRC2 ve BIRC3'ii TNFRSF1B / TNFR2'ye dahil eder. Bu reseptor,
TNF-alfa'nin metabolik etkilerinin ¢oguna aracilik eder. izoform 2, TNF-alfa ile
induklenen apoptozu bloke eder; bu, biyolojik aktivitesini antagonize ederek TNF-alfa

fonksiyonunu diizenledigini gosterir;

Tim bu hedefler STRING veri tabaninda tim genom, ila¢ hedefleri ve kinaz hedefleri
olarak kimelenme sonucunda merkezi rol oynayan hedefler olarak miR499
ifadesindeki degisimin metastatik ve normal PC3 hiicrelerindeki roliine yeni bir

yaklasim saglamaktadir. EK1. de etkilenen tiim reactome hedefleri gosterilmektedir.

Buna gore en ¢ok etkilenen sinyal yolaklari sirasi ile incelenmistir.

Interlokin 10 sinyal yolag:

Interleukin-10 (IL10), orijinal olarak T-yardime1 (Th) 1 aktivasyonunu ve Thl sitokin
iiretimini inhibe eden sitokin sentezi inhibe edici faktor olarak adlandirilan bir faktor
olarak tanimlanmistir [82]. Makrofajlar, dendritik hiicre alt kiimeleri, B hiicreleri, Th2
ve T diizenleyici hiicreler (Tregs) ve Natural Killer (NK) hiicreleri [83]. Artik 1L10'un
biyolojik etkilerinin makrofajlar ve dendritik hiicreler (DC'ler) gibi antijen sunan
hiicrelere (APC'ler) yonlendirildigi, T hiicre gelisimi ve farklilasmasi tizerindeki
etkilerinin buylk 6lctide makrofaj / dendritik inhibisyonu yoluyla dolayli oldugu kabul
edilmektedir. hiicre aktivasyonu ve olgunlasmasi[84],[85]. T hiicrelerinin IL10'un ana
kaynag1 oldugu diisiiniilmektedir[86]. IL10, monokin sentezi, NO iiretimi ve sinif Il
MHC'nin ekspresyonunu ve 1L12 ve CD80 / CD86 gibi kostimulatér molekulleri
iceren genis bir aktive makro-faj / monosit fonksiyonlar1 spektrumunu inhibe eder
[87],[88]. Rekombinant sitokin ve notralize edici antikorlarla yapilan calismalar,

IL10'un B, T ve mast hicreleri Gizerindeki pleiotropik aktivitelerini ortaya ¢ikardi [89],
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[90], [91]ve in vivo IL10 aktivitelerinin 6nemi[91]. IL10, MHC simif II ve ko-uyarici
molekiiller CD80 / CD86'nin ekspresyonunu ve ayrica pro-inflamatuar sitokinler
IL1Beta, IL6, IL8, TNFalpha ve ozellikle 1L12'yi antagonize eder (Fiorentino ve
digerleri 1991, D'Andrea ve digerleri 1993) . IL10'un biyolojik rolii, APC'lerin
inaktivasyonu ile smurli degildir, ayrica B hiicresi, graniilosit, mast hicresi ve
keratinosit biiyiimesi / farklilagmasinin yani sira NK hiicresi ve CDS8 + sitotoksik T
hiicresi aktivasyonunu da arttirir (Moore et al. 2001, Hedrich & Bream 2010). IL10
ayrica NK hiicre proliferasyonunu ve / veya IFN-gama iiretimini arttirir (Cai ve
arkadaslar1 1999). IL10 eksikligi olan fareler, enflamatuar bagirsak hastaligi (IBD) ve
diger abartili enflamatuar yanitlar sergiledi (Kuhn ve arkadaglar1 1993, Berg ve al.
1995) IL10'un yanici tepkilerin sinirlandirilmasinda kritik bir rolii oldugunu gosterir.
IL10'un dizensizligi, insanlarda ve fare modellerinde ¢ok sayida bulasici ve otoimmdin
hastaliga duyarlilikla baglantilidir [86].

IL10'dan yoksun fareler, iltihapli bagirsak hastaligi (IBD) ve diger abartili iltihap
tepkileri sergiledi (Kuhn ve digerleri, 1993, Berg ve digerleri, 1995), bu da IL10'un
iltihapli tepkileri sinirlamada kritik bir rol oynadigini gostermektedir. IL10'un
diizensizligi, insanlarda ve fare modellerinde ¢ok sayida bulasici ve otoimmiin

hastaliga duyarlilikla baglantilidir[86].

IL10 sinyali, homodimerik IL10'un, iki ILIORA molekiiliine baglanan hiicre disi
alanlarina baglanmasiyla baslatilir. Bu tetramer daha sonra iki IL1ORB zincirine
baglanir. IL1I0RB, IL10RA'ya baglanmadik¢a IL10'a baglanamaz (Ding ve digerleri
2001, Yoon ve digerleri 2006)[88]; ILIORB'nin birlikte mevcudiyeti olmaksizin
IL10'un IL10RA'ya baglanmasi sinyal transdiiksiyonunu baslatmada basarisiz olur
[92]. IL10 baglanmasi, sirasiyla IL10R1 ve IL10R2'ye yapisal olarak baglanan
reseptorle iliskili Janus tirozin kinazlari, JAK1 ve TYK2'yi aktive eder. Reseptor
kompleksinin reseptdr aktivasyon diizeneginin klasik modelinde, JAK1 / TYK2'nin
birbirini fosforile etmesini ve aktive etmesini sagladigina inanilmaktadir. Alternatif
olarak, IL10'un baglanmasi, bir JAK kinazin psgdokinaz inhibe edici alaninin, reseptor
dimer-JAK kompleksi igindeki diger JAK"in kinaz alanindan uzaklagmasina izin veren
konformasyonel degisikliklere neden olabilir, bu da iki kinaz alaninin etkilesime
girmesine ve trans-aktive olmasina izin verir [93]. Aktive edilmis JAK kinazlar,

IL10R1 zincirlerinin hiicre igi alanlarini spesifik tirozin kalintilari izerinde fosforile
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eder. Bu fosforile tirozin tortulart ve bunlarin komsu peptit sekanslari, gizli, sitozolik,
transkripsiyon faktorii, STAT3 icin gegici yerlestirme yerleri olarak hizmet eder.
STAT3, IL10R1 zincirine SH2 alan1 yoluyla gegici olarak kenetlenir ve karsiliginda
reseptorle iliskili JAK'lar tarafindan tirozin fosforile edilir. Aktive edildikten sonra
reseptorden ayrisir, diger STAT3 molekiilleri ile dimerize olur ve IL-10 ile
induklenebilir genlerin promoterlerinde STAT baglayici elementlere (SBE'ler) ylksek
afinite ile baglandig1 ¢ekirdege yer degistirir [88].

TNF'ler fizyolojik reseptorlerini baglar
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Timor nekroz faktord super ailesinin (TNFSF) ve TNF reseptor super ailesinin (TN-
FRSF) yeleri, hem dogustan gelen hem de adaptif bagisiklikta 6nemli rollere sahiptir.
Bu iiyeler, septik soktan otoimmiin bozukluklara, allogreft reddine ve kansere kadar

cesitli kazanilmig veya genetik insan hastaliklarinda rol oynamaktadir[94] .
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TP53, Kaspaz Aktivatorlerinin ve Kaspazlarimin Transkripsiyonunu Diizenler

TP53 (p53), APAF1, PIDD1 gibi sitozolik kaspaz aktivatorlerini transkripsiyonel
olarak dlzenler ve NLRC4 ve CASP1, CASP6 ve CASP10 gibi kaspazlarin kendileri.
Bu kaspazlar ve ac-tivatorler, intrinsik apoptoz yolunda veya ekstrinsik apoptoz
yolunda yer alir. 6lim reseptorleri veya iltihapla hucre o6lima piroptozuyla
tetiklenen[95],[96],[97],[98],[99],[100],[101],[102],[103].

Reactome verilerinde sinirl protein hedefi i¢in hedef degisime ugrayabilecek sinyal
kaskadlar1 degerlendirilmistir (Ek 1.). Analizlerde yer almayan uzun kodlama
yapmayan RNA lar (Inc-RNA) miR499 etkilesimde olabilecek diger kodlama

yapmayan hedeflerin 6nemli olabilecegini gostermektedir (EK 2).
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Tez kapsaminda hem in vitro hiicre modeli iizerinde ¢alisma deneyimi edinilmistir.
Ayrica in silico verilerin farkli sinyal yolaklar1 agisindan ¢alisilabilmesine yonelik
kapsamli bir inceleme yapilmigtir. Bu durumda tez kapsaminda elde edilen tiim veriler
p53’in miR499 icin énemli bir hedef oldugu yoniinde in silico kanitlar saglamistir.
PC3 hiicrelerinin p53°’den yoksun olmasinin miR499 biyogenezindeki Oneminin

arastirilmasi1 6nemlidir.
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Ek tablo 1. Reactom veri tabanina gére PC3 ve PC3M hiicreleri arasinda hsa-miR-499 transfeksiyonu sonrasinda degisen gen ifadelerinin etkili

olduklari sinyal yolaklarinin gosterimi

Interleukin-10 86 0.005922049304503 | 0.02274376520041 | 0.784850075103 15 0.001117235215253
signaling 512 7876 1329 9848

TNFs bind their 30 0.002065831152733| 0.04087003108292 | 0.784850075103 13 9.682705198867869
physiological 7833 109 1329 E-4

receptors
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Defective F8 2 1.377220768489189 | 0.04902929365456 |0.784850075103 1 7.448234768359899
binding to von E-4 8096 1329 E-5

Willebrand factor

TP53 Regulates 20 0.001377220768489|0.09091521415904 |0.784850075103 17 0.001266199910621
Transcription  of 189 302 1329 1828

Caspase Activators

and Caspases

Defective F8 4 2.754441536978378|0.09566097824010 | 0.784850075103 1 7.448234768359899
cleavage by E-4 91 1329 E-5

thrombin

The AlIM2 4 2.754441536978378|0.09566097824010 |0.784850075103 4 2.979293907343959
inflammasome E-4 91 1329 6E-4

TFAP2 (AP-2) 21 0.001446081806913|0.09864842521988 | 0.784850075103 18 0.001340682258304
family  regulates 6482 759 1329 7818

transcription of
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growth factors and
their receptors

FOXO-mediated 23 0.001583803883762 | 0.11463164912427 | 0.784850075103 15 0.001117235215253
transcription of cell 5672 126 1329 9848

death genes

FasL/ CD95L 5 3.443051921222972 | 0.11811448655315 | 0.784850075103 5 3.724117384179949
signaling 3E-4 326 1329 5E-4

The IPAF 5 3.443051921222972|0.11811448655315 | 0.784850075103 2 1.489646953671979
inflammasome 3E-4 326 1329 8E-4

Defective SLC3A1 6 4.131662305467566 | 0.14001199425446 | 0.784850075103 1 7.448234768359899
causes  cystinuria E-4 487 1329 E-5

(CSNU)
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Defective SLC7A9 6 4.131662305467566 | 0.14001199425446 | 0.784850075103 1 7.448234768359899
causes  cystinuria E-4 487 1329 E-5

(CSNU)

Dopamine 6 4.131662305467566 | 0.14001199425446 | 0.784850075103 3 2.234470430507969
receptors E-4 487 1329 TE-4

Interleukin-4  and 211 |0.014529679107560 | 0.16545946776960 | 0.784850075103 47 0.003500670341129
Interleukin-13 941 796 1329 1523

signaling

Interleukin-20 29 0.001996970114309|0.16581298105567 |0.784850075103 56 0.004171011470281
family signaling 324 01 1329 543
Neurodegenerative 30 0.002065831152733 [ 0.17469619669697 |0.784850075103 22 0.001638611649039
Diseases 7833 267 1329 1778

Deregulated CDK5 30 0.002065831152733|0.17469619669697 | 0.784850075103 22 0.001638611649039
triggers  multiple 7833 267 1329 1778
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neurodegenerative
pathways in
Alzheimer's disease

models

Relaxin receptors 5.508883073956756 | 0.18219359350838 | 0.784850075103 2.979293907343959
E-4 682 1329 6E-4

Signaling by 5.508883073956756 | 0.18219359350838 | 0.784850075103 1.489646953671979

Overexpressed E-4 682 1329 8E-4

Wild-Type EGFR

in Cancer

Formation of the 5.508883073956756 | 0.18219359350838 | 0.784850075103 1.489646953671979

Editosome E-4 682 1329 8E-4

Inhibition of 5.508883073956756 | 0.18219359350838 | 0.784850075103 1.489646953671979

Signaling by E-4 682 1329 8E-4
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Overexpressed

EGFR

Signaling by MST1 8 5.508883073956756 | 0.18219359350838 | 0.784850075103 4 2.979293907343959
E-4 682 1329 6E-4

MECP2 regulates 32 0.002203553229582 | 0.19267537334452 | 0.784850075103 26 0.001936541039773

neuronal receptors 7023 49 1329 5737

and channels

Defective 9 6.19749345820135 |0.20250414074044 | 0.784850075103 3 2.234470430507969

BAGALT1 causes E-4 765 1329 7E-4

BAGALT1-CDG

(CDG-2d)

Defective 9 6.19749345820135 |0.20250414074044 |0.784850075103 1 7.448234768359899

ST3GAL3 causes E-4 765 1329 E-5

MCT12 and

EIEE15
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Defective CHST6 9 6.19749345820135 |0.20250414074044 |0.784850075103 1 7.448234768359899

causes MCDC1 E-4 765 1329 E-5

Defective  factor 9 6.19749345820135 |0.20250414074044 |0.784850075103 8 5.958587814687919

VIl causes E-4 765 1329 E-4

hemophilia A

MET Receptor 9 6.19749345820135 |0.20250414074044 |0.784850075103 5 3.724117384179949

Activation E-4 765 1329 5E-4

ATF4 activates 34 0.002341275306431|0.21087948337686 | 0.784850075103 7 5.213764337851929

genes in response to 621 535 1329 E-4

endoplasmic

reticulum stress

Pyroptosis 34 0.002341275306431|0.21087948337686 | 0.784850075103 23 0.001713093996722
621 535 1329 7767
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mMRNA Editing: C 10 6.886103842445945 | 0.22231161513017 | 0.784850075103 3 2.234470430507969
to U Conversion E-4 983 1329 7E-4

NOTCH3 36 0.002478997383280 | 0.22924347771287 | 0.784850075103 22 0.001638611649039
Intracellular 54 557 1329 1778

Domain Regulates

Transcription

EGFR interacts 11 7.574714226690538 | 0.24162844392587 | 0.784850075103 3 2.234470430507969
with phospholipase E-4 401 1329 7E-4

C-gamma

Regulation by c- 11 7.574714226690538 | 0.24162844392587 | 0.784850075103 4 2.979293907343959
FLIP E-4 401 1329 6E-4

Dimerization of 11 7.574714226690538 | 0.24162844392587 | 0.784850075103 3 2.234470430507969
procaspase-8 E-4 401 1329 7E-4
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Interleukin-1 12 8.263324610935132 | 0.26046674821439 | 0.784850075103 5 3.724117384179949

processing E-4 95 1329 5E-4

GP1b-IX-V 12 8.263324610935132 | 0.26046674821439 | 0.784850075103 7 5.213764337851929

activation E-4 95 1329 E-4

signalling

MRNA Editing 12 8.263324610935132 | 0.26046674821439 | 0.784850075103 9 6.703411291523909
E-4 95 1329 E-4

PERK  regulates 42 0.002892163613827 | 0.28472893013595 | 0.784850075103 11 8.193058245195889

gene expression 2964 835 1329 E-4

CASPS8 activity is 14 9.640545379424321 | 0.29675478175919 | 0.784850075103 3 2.234470430507969

inhibited E-4 456 1329 7E-4

FOXO-mediated 110 |0.007574714226690 | 0.30003513735885 | 0.784850075103 85 0.006330999553105

transcription 5385 87 1329 914
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Collagen chain 44 0.003029885690676 | 0.30319209089827 | 0.784850075103 28 0.002085505735140

trimerization 2154 06 1329 7717

Regulated Necrosis 77 0.005302299958683 | 0.30578088801826 | 0.784850075103 57 0.004245493817965
377 71 1329 142

PI3K events in 15 0.001032915576366 | 0.31422728916553 | 0.784850075103 2 1.489646953671979

ERBB4 signaling 8916 344 1329 8E-4

Anchoring  fibril 15 0.001032915576366 | 0.31422728916553 | 0.784850075103 4 2.979293907343959

formation 8916 344 1329 6E-4

Negative regulation 15 0.001032915576366 | 0.31422728916553 | 0.784850075103 5 3.724117384179949

of TCF-dependent 8916 344 1329 5E-4

signaling by WNT

ligand antagonists

GRB2 events in 16 0.001101776614791|0.33126684250585 | 0.784850075103 3 2.234470430507969

EGFR signaling 3511 625 1329 7E-4
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Platelet Adhesion 16 0.001101776614791|0.33126684250585 |0.784850075103 6 4.468940861015939
to exposed collagen 3511 625 1329 3E-4
FOXO-mediated 49 0.003374190882798 | 0.34889587903010 | 0.784850075103 34 0.002532399821242
transcription of 5127 066 1329 3656

oxidative  stress,

metabolic and

neuronal genes

ERBB2 Activates 18 0.001239498691640 | 0.36408962126459 | 0.784850075103 2 1.489646953671979
PTK®6 Signaling 27 93 1329 8E-4

Integrin cell surface 86 0.005922049304503 | 0.36708712022121 | 0.784850075103 55 0.004096529122597
interactions 512 87 1329 945

Transcriptional 52 0.003580773998071|0.37584333031981 |0.784850075103 44 0.003277223298078
regulation by the 891 965 1329 3555

AP-2 (TFAP2)
family of
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transcription

factors

SHC1 events in 19 0.001308359730064 | 0.37989346104359 | 0.784850075103 2.979293907343959
EGFR signaling 7294 42 1329 6E-4

ERBB2 Regulates 19 0.001308359730064 | 0.37989346104359 | 0.784850075103 1.489646953671979
Cell Motility 7294 42 1329 8E-4

GRB2:SOS 20 0.001377220768489 | 0.39530558828248 | 0.784850075103 1.489646953671979
provides linkage to 189 32 1329 8E-4

MAPK  signaling

for Integrins

Caspase activation 20 0.001377220768489 | 0.39530558828248 | 0.784850075103 6.703411291523909
via Death 189 32 1329 E-4

Receptors in the

presence of ligand
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Synthesis of (16- 20 0.001377220768489 | 0.39530558828248 | 0.784850075103 3 2.234470430507969
20)- 189 32 1329 7E-4
hydroxyeicosatetra

enoic acids (HETE)

Receptor-type 20 0.001377220768489 | 0.39530558828248 | 0.784850075103 6 4.468940861015939
tyrosine-protein 189 32 1329 3E-4

phosphatases

Peptide ligand- 203 | 0.013978790800165 | 0.40209998148495 | 0.784850075103 76 0.005660658423953
binding receptors 267 35 1329 523

SHC1 events in 21 0.001446081806913|0.41033568592049 | 0.784850075103 4 2.979293907343959
ERBBA4 signaling 6482 474 1329 6E-4

GRB2 events in 21 0.001446081806913|0.41033568592049 | 0.784850075103 4 2.979293907343959
ERBB?2 signaling 6482 474 1329 6E-4
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Defects of contact 21 0.001446081806913|0.41033568592049 | 0.784850075103 18 0.001340682258304
activation  system 6482 474 1329 7818

(CAS) and

kallikrein/kinin

system (KKS)

Diseases of 21 0.001446081806913 | 0.41033568592049 | 0.784850075103 18 0.001340682258304
hemostasis 6482 474 1329 7818

p130Cas linkage to 22 0.001514942845338 | 0.42499319818260 | 0.784850075103 3 2.234470430507969
MAPK  signaling 1077 706 1329 7E-4

for integrins

PI3K events in 22 0.001514942845338 | 0.42499319818260 | 0.784850075103 7 5.213764337851929
ERBB?2 signaling 1077 706 1329 E-4

Keratan sulfate 22 0.001514942845338 | 0.42499319818260 | 0.784850075103 7 5.213764337851929
degradation 1077 706 1329 E-4
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GAB1 signalosome 23 0.001583803883762 | 0.43928733644854 | 0.784850075103 11 8.193058245195889
5672 3 1329 E-4

Chaperone 23 0.001583803883762 | 0.43928733644854 | 0.784850075103 19 0.001415164605988

Mediated 5672 3 1329 3808

Autophagy

Synthesis of epoxy 23 0.001583803883762 | 0.43928733644854 | 0.784850075103 3 2.234470430507969

(EET) and 5672 3 1329 7E-4

dihydroxyeicosatrie

noic acids (DHET)

Crosslinking of 24 0.001652664922187 | 0.45322708497823 | 0.784850075103 13 9.682705198867869

collagen fibrils 0265 516 1329 E-4

The NLRP3 24 0.001652664922187 | 0.45322708497823 | 0.784850075103 18 0.001340682258304

inflammasome 0265 516 1329 7818

78




Signaling by 63 0.004338245420740|0.47012163968226 | 0.784850075103 37 0.002755846864293
NOTCH3 945 395 1329 1624

G-protein 26 0.001790386999035 | 0.48007824764124 | 0.784850075103 6 4.468940861015939
activation 9455 596 1329 3E-4

Intrinsic ~ Pathway 26 0.001790386999035 | 0.48007824764124 | 0.784850075103 24 0.001787576344406
of Fibrin Clot 9455 596 1329 3757

Formation

TNFR2 non- 104 |0.007161547996143|0.48562264157895 | 0.784850075103 43 0.003202740950394
canonical NF-kB 782 774 1329 7563

pathway

GABA receptor 67 0.004613689574438 | 0.50226252133664 | 0.784850075103 12 8.937881722031879
activation 783 15 1329 E-4
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RAB 68 0.004682550612863 | 0.51009977253788 | 0.784850075103 5 3.724117384179949

geranylgeranylatio 242 62 1329 5E-4

n

Collagen 69 0.004751411651287 | 0.51785588011194 | 0.784850075103 34 0.002532399821242

degradation 701 4 1329 3656

Free fatty acid 29 0.001996970114309 | 0.51790922459686 | 0.784850075103 5 3.724117384179949

receptors 324 05 1329 S5E-4

Estrogen- 29 0.001996970114309 | 0.51790922459686 | 0.784850075103 12 8.937881722031879

dependent nuclear 324 05 1329 E-4

events downstream

of ESR-membrane

signaling

CYP2EL1 reactions 30 0.002065831152733|0.52989927216935 | 0.784850075103 6 4.468940861015939
7833 16 1329 3E-4
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Signaling by 30 0.002065831152733|0.52989927216935 | 0.784850075103 13 9.682705198867869
ERBB2 TMD/JMD 7833 16 1329 E-4

mutants

Activation of G 31 0.002134692191158|0.54159191275618 | 0.784850075103 3 2.234470430507969
protein gated 2425 41 1329 7E-4

Potassium channels

G protein gated 31 0.002134692191158|0.54159191275618 | 0.784850075103 3 2.234470430507969
Potassium channels 2425 41 1329 TE-4

Inhibition of 31 0.002134692191158|0.54159191275618 | 0.784850075103 3 2.234470430507969
voltage gated Ca2+ 2425 41 1329 7E-4

channels via
Gbeta/gamma

subunits
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PIWI-interacting 31 0.002134692191158|0.54159191275618 | 0.784850075103 15 0.001117235215253
RNA (piRNA) 2425 41 1329 9848

biogenesis

Laminin 31 0.002134692191158|0.54159191275618 | 0.784850075103 15 0.001117235215253
interactions 2425 41 1329 9848

Retinoid cycle 31 0.002134692191158|0.54159191275618 | 0.784850075103 16 0.001191717562937
disease events 2425 41 1329 5838

Diseases associated 31 0.002134692191158|0.54159191275618 | 0.784850075103 17 0.001266199910621
with visual 2425 41 1329 1828

transduction

Diseases of the 31 0.002134692191158|0.54159191275618 | 0.784850075103 17 0.001266199910621
neuronal system 2425 41 1329 1828

Caspase activation 32 0.002203553229582 | 0.55299450362102 | 0.784850075103 17 0.001266199910621
via extrinsic 7023 89 1329 1828
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apoptotic signalling

pathway

Signaling by EGFR 32 0.002203553229582 | 0.55299450362102 | 0.784850075103 |1 42 0.003128258602711

in Cancer 7023 89 1329 1575

Collagen 76 0.005233438920258 | 0.56981947482754 | 0.784850075103 |21 51 0.003798599731863

biosynthesis  and 918 96 1329 5482

modifying enzymes

Synthesis of bile 34 0.002341275306431|0.57495806212968 | 0.784850075103 |2 12 8.937881722031879

acids and bile salts 621 35 1329 E-4

via 27-

hydroxycholesterol

Inflammasomes 34 0.002341275306431|0.57495806212968 | 0.784850075103 |3 28 0.002085505735140
621 35 1329 7717
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Late endosomal 35 0.002410136344856 | 0.58553285447993 | 0.784850075103 |3 3 2.234470430507969

microautophagy 0805 36 1329 7E-4

Signaling by 35 0.002410136344856 | 0.58553285447993 | 0.784850075103 |6 17 0.001266199910621

ERBB2 KD 0805 36 1329 1828

Mutants

ECM 79 0.005440022035532 | 0.59081750794666 | 0.784850075103 |4 23 0.001713093996722

proteoglycans 296 53 1329 7767

SHC1 events in 36 0.002478997383280 | 0.59584525512737 | 0.784850075103 |4 6 4.468940861015939

ERBB?2 signaling 54 85 1329 3E-4

DAP12 signaling 36 0.002478997383280 | 0.59584525512737 | 0.784850075103 | 10 17 0.001266199910621
54 85 1329 1828

Interleukin-37 36 0.002478997383280 | 0.59584525512737 | 0.784850075103 |3 14 0.001042752867570

signaling 54 85 1329 3858
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Signaling by 36 0.002478997383280 | 0.59584525512737 | 0.784850075103 |12 62 0.004617905556383
ERBB2 in Cancer 54 85 1329 137

Downregulation of 36 0.002478997383280 | 0.59584525512737 | 0.784850075103 |2 14 0.001042752867570
ERBB?2 signaling 54 85 1329 3858

Keratan sulfate 37 0.002547858421704|0.60590175733897 | 0.784850075103 |8 9 6.703411291523909
biosynthesis 999 72 1329 E-4

EGFR 37 0.002547858421704|0.60590175733897 | 0.784850075103 |18 22 0.001638611649039
downregulation 999 72 1329 1778

Cargo 37 0.002547858421704|0.60590175733897 | 0.784850075103 |2 12 8.937881722031879
concentration in the 999 72 1329 E-4

ER

Signaling by 82 0.005646605150805 | 0.61104448652721 | 0.784850075103 |13 52 0.003873082079547
ERBB4 674 78 1329 1474
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Inwardly rectifying 38 0.002616719460129|0.61570869412793 | 0.784850075103 |2 7 5.213764337851929

K+ channels 459 68 1329 E-4

Regulation of 38 0.002616719460129|0.61570869412793 | 0.784850075103 |2 18 0.001340682258304

necroptotic cell 459 68 1329 7818

death

TP53 Regulates 83 0.005715466189230| 0.61761551020086 | 0.784850075103 |2 68 0.005064799642484

Transcription  of 134 91 1329 731

Cell Death Genes

Defective 39 0.002685580498553 | 0.62527224219824 | 0.784850075103 |1 1 7.448234768359899

B3GALTL causes 918 28 1329 E-5

Peters-plus

syndrome (PpS)

Integrin signaling 39 0.002685580498553 | 0.62527224219824 | 0.784850075103 |15 24 0.001787576344406
918 28 1329 3757
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Lewis blood group 39 0.002685580498553 | 0.62527224219824 | 0.784850075103 13 9.682705198867869

biosynthesis 918 28 1329 E-4

Striated Muscle 40 0.002754441536978 | 0.63459842579211 | 0.784850075103 4 2.979293907343959

Contraction 378 13 1329 6E-4

Beta defensins 40 0.002754441536978 | 0.63459842579211 | 0.784850075103 5 3.724117384179949
378 13 1329 5E-4

NOD1/2 Signaling 40 0.002754441536978 | 0.63459842579211 | 0.784850075103 18 0.001340682258304

Pathway 378 13 1329 7818

O-glycosylation of 41 0.002823302575402 | 0.64369312044323 | 0.784850075103 2 1.489646953671979

TSR domain- 837 79 1329 8E-4

containing proteins

Cooperation of 41 0.002823302575402 | 0.64369312044323 | 0.784850075103 11 8.193058245195889

PDCL (PhLP1) and 837 79 1329 E-4

87




TRIC/CCT in G-
protein beta folding

Translocation  of 42 0.002892163613827 | 0.65256205663766 | 0.784850075103 4 2.979293907343959
ZAP-70 to 2964 15 1329 6E-4
Immunological

synapse

Diseases of 89 0.006128632419776 | 0.65525475267533 | 0.784850075103 27 0.002011023387457
programmed  cell 8905 65 1329 1725

death

Synthesis of bile 43 0.002961024652251 | 0.66121082338498 | 0.784850075103 28 0.002085505735140
acids and bile salts 756 36 1329 7717

via 24-
hydroxycholesterol
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Formation of Fibrin 43 0.002961024652251 | 0.66121082338498 | 0.784850075103 61 0.004543423208699

Clot (Clotting 756 36 1329 538

Cascade)

Signaling by high- 44 0.003029885690676 | 0.66964487170166 | 0.784850075103 6 4.468940861015939

Kinase activity 2154 92 1329 3E-4

BRAF mutants

NCAM1 44 0.003029885690676 | 0.66964487170166 | 0.784850075103 10 7.448234768359899

interactions 2154 92 1329 E-4

Phosphorylation of 45 0.003098746729100|0.67786951800903 | 0.784850075103 7 5.213764337851929

CD3 and TCR zeta 6747 93 1329 E-4

chains

PD-1 signaling 45 0.003098746729100| 0.67786951800903 | 0.784850075103 5 3.724117384179949
6747 93 1329 5E-4
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RAB GEFs 94 0.006472937611899 | 0.68431603902924 | 0.784850075103 |1 21 0.001564129301355

exchange GTP for 187 98 1329 5788

GDP on RABs

RIPK1-mediated 46 0.003167607767525 | 0.68588994744760 | 0.784850075103 |3 34 0.002532399821242

regulated necrosis 1344 06 1329 3656

Aggrephagy 47 0.003236468805949 | 0.69371121711019 | 0.784850075103 |13 15 0.001117235215253
5937 17 1329 9848

Nuclear signaling 47 0.003236468805949 | 0.69371121711019 | 0.784850075103 |1 34 0.002532399821242

by ERBB4 5937 17 1329 3656

Constitutive 96 0.006610659688748 | 0.69536717472564 | 0.784850075103 |1 2 1.489646953671979

Signaling by 106 94 1329 8E-4

Aberrant PI3K in

Cancer
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Scavenging by 48 0.003305329844374 | 0.70133825919551 | 0.784850075103 10 7.448234768359899

Class A Receptors 053 51 1329 E-4

MAP2K and 49 0.003374190882798 | 0.70877588408441 | 0.784850075103 12 8.937881722031879

MAPK activation 5127 37 1329 E-4

Signaling by RAF1 49 0.003374190882798 | 0.70877588408441 | 0.784850075103 7 5.213764337851929

mutants 5127 37 1329 E-4

Activation of 49 0.003374190882798 | 0.70877588408441 | 0.784850075103 8 5.958587814687919

GABAB receptors 5127 37 1329 E-4

GABA B receptor 49 0.003374190882798 | 0.70877588408441 | 0.784850075103 9 6.703411291523909

activation 5127 37 1329 E-4

TBC/RABGAPs 49 0.003374190882798 | 0.70877588408441 | 0.784850075103 14 0.001042752867570
5127 37 1329 3858
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PKMTs methylate 49 0.003374190882798 | 0.70877588408441 | 0.784850075103 22 0.001638611649039
histone lysines 5127 37 1329 1778

Class A/l 412 |0.028370747830877 [ 0.70927957388064 | 0.784850075103 158 0.011768210934008
(Rhodopsin-like 29 93 1329 64

receptors)

Transcriptional 100 |0.006886103842445|0.71651086114117 | 0.784850075103 77 0.005735140771637
Regulation by 944 27 1329 122

MECP2

Degradation of the 148 |0.010191433686819|0.71939132241635 | 0.784850075103 105 0.007820646506777
extracellular matrix 996 33 1329 894

Synthesis of very 51 0.003511912959647 | 0.72310153263658 | 0.784850075103 12 8.937881722031879
long-chain fatty 4317 42 1329 E-4

acyl-CoAs
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Defensins 51 0.003511912959647 | 0.72310153263658 | 0.784850075103 |3 19 0.001415164605988
4317 42 1329 3808

Amine ligand- 51 0.003511912959647 | 0.72310153263658 | 0.784850075103 |1 22 0.001638611649039

binding receptors 4317 42 1329 1778

Neddylation 241 [0.016595510260294 | 0.72480797693770 | 0.784850075103 |10 31 0.002308952778191
724 53 1329 5684

Keratan 52 0.003580773998071|0.72999859461071 | 0.784850075103 |10 16 0.001191717562937

sulfate/keratin 891 66 1329 5838

metabolism

Blood group 52 0.003580773998071|0.72999859461071 | 0.784850075103 |1 22 0.001638611649039

systems 891 66 1329 1778

biosynthesis

Collagen formation 104 [0.007161547996143|0.73641008511920 | 0.784850075103 |24 77 0.005735140771637
782 35 1329 122
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Platelet 53 0.003649635036496 | 0.73672432164999 | 0.784850075103 |16 27 0.002011023387457

Aggregation (Plug 3502 29 1329 1725

Formation)

DAP12 interactions 53 0.003649635036496 | 0.73672432164999 | 0.784850075103 |11 33 0.002457917473558
3502 29 1329 7664

Cell  recruitment 53 0.003649635036496 | 0.73672432164999 | 0.784850075103 |4 23 0.001713093996722

(pro-inflammatory 3502 29 1329 7767

response)

Purinergic 53 0.003649635036496 | 0.73672432164999 | 0.784850075103 |4 23 0.001713093996722

signaling in 3502 29 1329 7767

leishmaniasis

infection

Signaling by 54 0.003718496074920| 0.74328295860746 | 0.784850075103 |4 7 5.213764337851929

moderate  kinase 81 23 1329 E-4
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activity BRAF

mutants

Paradoxical 54 0.003718496074920|0.74328295860746 | 0.784850075103 5.213764337851929
activation of RAF 81 23 1329 E-4

signaling by kinase

inactive BRAF

Signaling 54 0.003718496074920|0.74328295860746 | 0.784850075103 5.213764337851929
downstream of 81 23 1329 E-4

RAS mutants

Signaling by RAS 54 0.003718496074920|0.74328295860746 | 0.784850075103 6.703411291523909
mutants 81 23 1329 E-4

FBXL7 down- 55 0.003787357113345|0.74967864545178 | 0.784850075103 4.468940861015939
regulates AURKA 2692 02 1329 3E-4

during mitotic entry

and in early mitosis
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Diseases associated 55 0.003787357113345|0.74967864545178 | 0.784850075103 |5 29 0.002159988082824
with 2692 02 1329 3705
glycosaminoglycan

metabolism

The canonical 57 0.003925079190194 | 0.76199721969714 | 0.784850075103 |2 25 0.001862058692089
retinoid cycle in 188 72 1329 9747

rods (twilight

vision)

Chemokine 57 0.003925079190194 | 0.76199721969714 | 0.784850075103 |1 19 0.001415164605988
receptors bind 188 72 1329 3808

chemokines

Meiotic 58 0.003993940228618 | 0.76792788555837 | 0.784850075103 |2 9 6.703411291523909
recombination 648 49 1329 E-4
Clathrin-mediated 161 |0.011086627186337|0.77027945436972 | 0.784850075103 |16 35 0.002606882168925
endocytosis 97 1329 9644
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Generation of 59 0.004062801267043|0.77371116308448 | 0.784850075103 |3 17 0.001266199910621

second messenger 107 63 1329 1828

molecules

Signaling by EGFR 61 0.004200523343892 | 0.78485007510313 | 0.784850075103 |40 49 0.003649635036496
026 29 1329 3502

Golgi  Associated 61 0.004200523343892 | 0.78485007510313 | 0.784850075103 |4 7 5.213764337851929

Vesicle Biogenesis 026 29 1329 E-4

Amino acids 61 0.004200523343892 | 0.78485007510313 | 0.784850075103 |5 12 8.937881722031879

regulate mTORC1 026 29 1329 E-4

Non-integrin 61 0.004200523343892 | 0.78485007510313 | 0.784850075103 |1 22 0.001638611649039

membrane-ECM 026 29 1329 1778

interactions

Sensory processing 64 0.004407106459165| 0.80054146895230 | 0.800541468952 |1 8 5.958587814687919

of sound by outer 4045 72 3072 E-4
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hair cells  of the

cochlea

Assembly of 67 0.004613689574438 | 0.81509135815783 | 0.815091358157 |3 26 0.001936541039773
collagen fibrils and 783 4 834 5737

other  multimeric

structures

Antimicrobial 123 |0.008469907726208 | 0.81535750610037 | 0.815357506100 |5 58 0.004319976165648
peptides 51 83 3783 741

PISK/AKT 124 |0.008538768764632|0.81886163012231 | 0.818861630122 |1 21 0.001564129301355
Signaling in Cancer 97 73 3173 5788

Signaling by 68 0.004682550612863 | 0.81970214677048 | 0.819702146770 | 18 46 0.003426187993445
ERBB2 242 01 4801 5535
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Amino acid |1 68 0.004682550612863 | 0.81970214677048 | 0.819702146770 |1 36 0.002681364516609

transport across the 242 01 4801 5636

plasma membrane

Signaling by| 13 643 |0.044277647706927 | 0.82329516315876 | 0.823295163158 | 15 493 0.036719797408014

Interleukins 42 78 7678 3

NCAM  signaling|1 70 0.004820272689712 | 0.82858257248234 | 0.828582572482 |1 23 0.001713093996722

for neurite out- 161 37 3437 7767

growth

Signaling by PDGF | 1 70 0.004820272689712 | 0.82858257248234 | 0.828582572482 |1 31 0.002308952778191
161 37 3437 5684

rRNA modification | 1 71 0.004889133728136 | 0.83285782714425 | 0.832857827144 |1 8 5.958587814687919

in the nucleus and 62 17 2517 E-4

cytosol
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Nucleotide-binding 71 0.004889133728136 | 0.83285782714425 | 0.832857827144 46 0.003426187993445

domain, leucine 62 17 2517 5535

rich repeat

containing receptor

(NLR)  signaling

pathways

lon transport by P- 71 0.004889133728136 | 0.83285782714425 | 0.832857827144 15 0.001117235215253

type ATPases 62 17 2517 9848

Signaling by PTK6 71 0.004889133728136 | 0.83285782714425 | 0.832857827144 53 0.003947564427230
62 17 2517 746

Signaling by Non- 71 0.004889133728136 | 0.83285782714425 | 0.832857827144 53 0.003947564427230

Receptor Tyrosine 62 17 2517 746

Kinases

PI5P, PP2A and 129 |0.008883073956755|0.83550437951770 | 0.835504379517 7 5.213764337851929

IER3 Regulate 267 28 7028 E-4
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PIBK/AKT

Signaling

Rab regulation of 129 |0.008883073956755 | 0.83550437951770 | 0.835504379517 |2 35 0.002606882168925

trafficking 267 28 7028 9644

Signaling by BRAF 73 0.005026855804985 | 0.84109194675386 | 0.841091946753 |4 5 3.724117384179949

and RAF fusions 539 7 867 5E-4

Xenobiotics 73 0.005026855804985 | 0.84109194675386 | 0.841091946753 |15 22 0.001638611649039
539 7 867 1778

Sensory processing 76 0.005233438920258 | 0.85269075364718 | 0.852690753647 |1 7 5.213764337851929

of sound by inner 918 39 1839 E-4

hair cells of the

cochlea

Synthesis of bile 76 0.005233438920258 | 0.85269075364718 | 0.852690753647 |2 39 0.002904811559660

acids and bile salts 918 39 1839 3604
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via 7alpha-
hydroxycholesterol

COPII-mediated 77 0.005302299958683 | 0.85636624244773 | 0.856366242447 |10 16 0.001191717562937
vesicle transport 377 94 7394 5838

Negative regulation 137 |0.009433962264150|0.85927803276414 | 0.859278032764 |1 10 7.448234768359899
of the PISK/AKT 943 88 1488 E-4

network

Diseases associated 78 0.005371160997107 | 0.85995026971670 | 0.859950269716 |1 9 6.703411291523909
with O- 836 56 7056 E-4

glycosylation  of

proteins

Fatty acyl-CoA 79 0.005440022035532 | 0.86344510530235 | 0.863445105302 |2 24 0.001787576344406
biosynthesis 296 31 3531 3757
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trans-Golgi 80 0.005508883073956 | 0.86685296287230 | 0.866852962872 |4 19 0.001415164605988

Network  Vesicle 756 84 3084 3808

Budding

SUMOylation  of 81 0.005577744112381|0.87017600130028 | 0.870176001300 |1 24 0.001787576344406

DNA damage 2145 18 2818 3757

response and repair

proteins

MHC class | 148 |0.010191433686819 | 0.88685605432135 | 0.886856054321 |25 26 0.001936541039773

antigen 996 85 3585 5737

presentation

Sensory processing 87 0.005990910342927 | 0.88844735675223 | 0.888447356752 |2 13 9.682705198867869

of sound 971 1 231 E-4

Signaling by MET 88 0.006059771381352 | 0.89123278279415 | 0.891232782794 |1 49 0.003649635036496
431 82 1582 3502
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Selective 89 0.006128632419776|0.89394884362852 | 0.893948843628 |13 48 0.003575152688812

autophagy 8905 76 5276 7515

Amyloid fiber 89 0.006128632419776|0.89394884362852 | 0.893948843628 |1 33 0.002457917473558

formation 8905 76 5276 7664

Estrogen- 154 |0.010604599917366|0.89970443082376 | 0.899704430823 |7 66 0.004915834947117

dependent  gene 755 59 7659 533

expression

Meiosis 92 0.006335215535050 | 0.90169785025885 | 0.901697850258 |2 15 0.001117235215253
269 91 8591 9848

Unfolded Protein 155 |0.010673460955791|0.90170917151949 | 0.901709171519 |1 94 0.007001340682258

Response (UPR) 213 15 4915 3045

Oncogenic MAPK 93 0.006404076573474|0.90415325646580 | 0.904153256465 |24 46 0.003426187993445

signaling 728 59 8059 5535
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Protein-protein 93 0.006404076573474|0.90415325646580 | 0.904153256465 33 0.002457917473558
interactions at 728 59 8059 7664

synapses

ADORAZ2B 159 |0.010948905109489 | 0.90936057366250 | 0.909360573662 12 8.937881722031879
mediated anti- 052 28 5028 E-4

inflammatory

cytokines

production

Chaperonin- 96 0.006610659688748 | 0.91115851014014 | 0.911158510140 19 0.001415164605988
mediated  protein 106 18 1418 3808

folding

Costimulation by 97 0.006679520727172|0.91337821410455 | 0.913378214104 35 0.002606882168925
the CD28 family 566 37 5537 9644

Class B/2 (Secretin 99 0.006817242804021|0.91765306318436 |0.917653063184 20 0.001489646953671
family receptors) 485 09 3609 9798
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Interleukin-1 167 10.011499793416884 |0.92302167428667 | 0.923021674286 80 0.005958587814687

family signaling 726 18 6718 919

Protein folding 102 |0.007023825919294 | 0.92367405215941 | 0.923674052159 28 0.002085505735140
863 21 4121 7717

Keratinization 226 |0.015562594683927 | 0.92373035458841 | 0.923730354588 34 0.002532399821242
834 68 4168 3656

Mitochondrial 105 |0.007230409034568 | 0.92925592006747 | 0.929255920067 47 0.003500670341129

Fatty Acid Beta- 242 93 4793 1523

Oxidation

G alpha (s) 172 10.011844098609007 |0.93055076166182 | 0.930550761661 18 0.001340682258304

signalling events 024 52 8252 7818

Potassium 107 |0.007368131111417|0.93274908143986 | 0.932749081439 19 0.001415164605988

Channels 16 38 8638 3808
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PPARA activates |2 175 |0.012050681724280|0.93472890992513 | 0.934728909925 |1 41 0.003053776255027
gene expression 402 78 1378 5583

Interleukin-1 1 109 |0.007505853188266|0.93607020864378 | 0.936070208643 |1 47 0.003500670341129
signaling 079 84 7884 1523

Regulation of lipid |2 177 |0.012188403801129|0.93738109910744 | 0.937381099107 |1 44 0.003277223298078
metabolism by 321 05 4405 3555

PPARalpha

Extra-nuclear 1 110 |0.007574714226690 | 0.93766891658265 | 0.937668916582 |3 38 0.002830329211976
estrogen signaling 5385 47 6547 7616

GPCR ligand | 10 602 |0.041454345131524|0.93819562643527 | 0.938195626435 |10 185 0.013779234321465
binding 586 27 2727 812

Programmed Cell|3 238 [0.016388927145021 | 0.93869522254303 | 0.938695222543 |9 197 0.014673022493669
Death 347 27 0327
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Synthesis of bile 111 | 0.007643575265114 (0.93922775203560 | 0.939227752035 83 0.006182034857738

acids and bile salts 998 37 6037 716

Opioid Signalling 112 | 0.007712436303539(0.94074770677626 | 0.940747706776 59 0.004394458513332
457 74 2674 341

Cargo recognition 115 |0.007919019418812 | 0.94508383905665 | 0.945083839056 15 0.001117235215253

for clathrin- 836 6 656 9848

mediated

endocytosis

Gene Silencing by 120 |0.008263324610935(0.95161880737734 |0.951618807377 40 0.002979293907343

RNA 133 34 3434 9596

Bile acid and bile 121 | 0.008332185649359 | 0.95282960015894 | 0.952829600158 94 0.007001340682258

salt metabolism 593 48 9448 3045
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ABC-family 122 |0.008401046687784|0.95401017245510 | 0.954010172455 |1 27 0.002011023387457

proteins mediated 052 48 1048 1725

transport

G alpha (1) 421 |0.028990497176697 | 0.95422379087991 | 0.954223790879 |13 74 0.005511693728586

signalling events 425 46 9146 325

Reproduction 123 | 0.008469907726208 | 0.95516127652610 | 0.955161276526 |2 24 0.001787576344406
51 3 103 3757

Downstream TCR 124 | 0.008538768764632 | 0.95628364595696 | 0.956283645956 |1 24 0.001787576344406

signaling 97 88 9688 3757

Antigen 315 |0.021691227103704|0.95679485602113 | 0.956794856021 |4 9 6.703411291523909

processing: 722 99 1399 E-4

Ubiquitination &
Proteasome

degradation
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Olfactory Signaling 432 |0.029747968599366 | 0.96127432130882 | 0.961274321308 |1 2 1.489646953671979
Pathway 48 82 8282 8E-4

Diseases of 202 0.0139099297617400.96298821179400 | 0.962988211794 |6 77 0.005735140771637
glycosylation 807 8 008 122

O-linked 132 |0.009089657072028|0.96431037759727 | 0.964310377597 |2 28 0.002085505735140
glycosylation 646 89 2789 7717

Extracellular 329 [0.022655281641647 |0.96614479317684 | 0.966144793176 |47 319 0.023759868911068
matrix organization 155 6 846 08

Platelet 137 | 0.009433962264150|0.96856211370262 | 0.968562113702 |1 11 8.193058245195889
degranulation 943 71 6271 E-4

Formation of the 138 |0.009502823302575|0.96934979960684 | 0.969349799606 |3 27 0.002011023387457
cornified envelope 403 39 8439 1725
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Response to 144 |0.009915989533122|0.97367932020225 | 0.973679320202 |1 14 0.001042752867570

elevated  platelet 16 97 2597 3858

cytosolic Ca2+

TCR signaling 147 |0.010122572648395|0.97560961569568 | 0.975609615695 |13 52 0.003873082079547
538 4 684 1474

Macroautophagy 150 |0.010329155763668|0.97739870724917 | 0.977398707249 |13 87 0.006479964248473
916 01 1701 112

Neurotransmitter 231 | 0.015906899876050 | 0.98018249823381 | 0.980182498233 |4 109 0.008118575897512

receptors and 13 54 8154 29

postsynaptic signal

transmission

Death Receptor 158 |0.010880044071064|0.98155528827384 | 0.981555288273 |5 93 0.006926858334574

Signalling 592 6 846 706
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ER to Golgi 164 |0.011293210301611|0.98416407084433 [ 0.984164070844 |11 39 0.002904811559660

Anterograde 348 34 3334 3604

Transport

Transport of 164 |0.011293210301611|0.98416407084433 [ 0.984164070844 |1 75 0.005586176076269

inorganic 348 34 3334 924

cations/anions and

amino

acids/oligopeptides

Arachidonic  acid 165 |0.011362071340035|0.98456158162618 | 0.984561581626 |2 77 0.005735140771637

metabolism 808 86 1886 122

Autophagy 166 [0.011430932378460|0.98494914081230 | 0.984949140812 |24 108 0.008044093549828
268 5 305 69

Binding and Uptake 167 |0.011499793416884|0.98532699687139 | 0.985326996871 |2 33 0.002457917473558

of Ligands by 726 76 3976 7664
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Scavenger

Receptors

Visual 169 [0.011637515493733|0.98605456270183 | 0.986054562701 92 0.006852375986891
phototransduction 645 94 8394 107
Immunoregulatory 316 |0.021760088142129|0.98633229139171 | 0.986332291391 44 0.003277223298078
interactions 184 77 7177 3555

between a

Lymphoid and a

non-Lymphoid cell

Interferon gamma 250 [0.017215259606114 | 0.98693300093856 | 0.986933000938 16 0.001191717562937
signaling 86 12 5612 5838

RAF/MAP  kinase 322 0.022173254372675|0.98788172781459 | 0.987881727814 75 0.005586176076269
cascade 94 95 5995 924
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Cellular response to| 1 176 |0.0121195427627040.98832911368770 | 0.988329113687 |5 28 0.002085505735140
starvation 862 28 7028 7717
ESR-mediated 2 256 |0.017628425836661 | 0.98855541553371 | 0.988555415533 |10 111 0.008267540592879
signaling 618 21 7121 487

Cell surface | 2 257 |0.017697286875086 | 0.98880603926437 | 0.988806039264 |2 65 0.004841352599433
interactions at the 076 99 3799 934

vascular wall

Signaling by|2 258 |0.017766147913510|0.98905131840860 | 0.989051318408 |3 154 0.011470281543274
NOTCH 534 97 6097 244

Cytokine Signaling |17 1092 |0.075196253959509|0.98938184300742 | 0.989381843007 |26 708 0.052733502159988
in Immune system 71 24 4224 08
MAPK1/MAPK3 |3 329 |0.022655281641647 | 0.98947673500565 | 0.989476735005 |9 82 0.006107552510055
signaling 155 11 6511 117

114




Glycosaminoglyca 182 |0.012532708993251|0.98998173760566 | 0.989981737605 |10 88 0.006554446596156
n metabolism 618 13 6613 711

Regulation of 183 [0.012601570031676|0.99023352598433 | 0.990233525984 |2 20 0.001489646953671
expression of 078 97 3397 9798

SLITs and ROBOs

SLC  transporter 183 |0.012601570031676|0.99023352598433 | 0.990233525984 |2 65 0.004841352599433
disorders 078 97 3397 934

SUMO E3 ligases 183 |0.012601570031676|0.99023352598433 | 0.990233525984 |1 131 0.009757187546551
SUMOylate target 078 97 3397 468

proteins

Cytochrome P450 - 184 |0.012670431070100|0.99047900308302 | 0.990479003083 |15 61 0.004543423208699
arranged by 538 43 0243 538

substrate type
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Major pathway of|1 189 [0.013014736262222|0.99161710581685 | 0.991617105816 |4 7 5.213764337851929

rRNA processing in 834 1 851 E-4

the nucleolus and

cytosol

Signaling by GPCR| 12 860 |0.059220493045035|0.99213603163897 | 0.992136031638 |33 353 0.026292268732310
12 47 9747 442

Apoptosis 1 192 |0.013221319377496|0.99223374473039 | 0.992233744730 |4 141 0.010502011023387
212 84 3984 457

SUMOylation 1 192 |0.013221319377496|0.99223374473039 | 0.992233744730 |1 140 0.010427528675703
212 84 3984 858

G alpha @12 283 0.019487673874122|0.99373313916180 | 0.993733139161 |7 35 0.002606882168925

signalling events 022 94 8094 9644

lon channel |1 206 [0.014185373915438|0.99456413186009 | 0.994564131860 |1 44 0.003277223298078

transport 644 06 0906 3555
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rRNA processing in 207 ]0.014254234953863 | 0.99470097733846 | 0.994700977338 15 0.001117235215253

the nucleus and 104 46 9848

cytosol

G2/M Transition 212 | 0.014598540145985 | 0.99533535617107 | 0.995335356171 78 0.005809623119320
401 63 0763 721

Leishmania 297 10.020451728412064 | 0.99542935996931 | 0.995429359969 40 0.002979293907343

parasite growth and 454 79 3179 9596

survival

Anti-inflammatory 297 10.020451728412064 | 0.99542935996931 | 0.995429359969 40 0.002979293907343

response favouring 454 79 3179 9596

Leishmania

parasite infection

Muscle contraction 213 | 0.014667401184409 | 0.99545283504581 | 0.995452835045 42 0.003128258602711
86 9 819 1575
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Mitotic G2-G2/M 214 10.014736262222834 | 0.99556736312163 | 0.995567363121 |6 80 0.005958587814687

phases 32 34 6334 919

Sensory Perception 681 |0.046894367167056 | 0.99566449551489 | 0.995664495514 |5 107 0.007969611202145
88 4 894 092

TCF dependent 216 | 0.014873984299683 |0.99578786070483 | 0.995787860704 |2 71 0.005288246685535

signaling in 24 3 833 5284

response to WNT

Transport to the 219 |0.015080567414956 | 0.99609826499669 | 0.996098264996 |11 60 0.004468940861015

Golgi and 617 84 6984 939

subsequent

modification

MAPK family 380 [0.026167194601294 |0.99631896801632 | 0.996318968016 |9 122 0.009086846417399

signaling cascades 59 16 3216 076
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PIP3 activates AKT 319 [0.021966671257402|0.99722812670385 | 0.997228126703 |1 86 0.006405481900789

signaling 56 14 8514 513

Signaling by 235 [0.016182344029747|0.99740681504758 | 0.997406815047 |2 60 0.004468940861015

ROBO receptors 97 01 5801 939

Class | MHC 473 10.032571271174769 | 0.99777204314992 | 0.997772043149 |4 48 0.003575152688812

mediated  antigen 316 98 9298 7515

processing &

presentation

GPCR downstream 781 | 0.053780471009502 | 0.99785277364781 | 0.997852773647 |23 168 0.012513034410844

signalling 825 01 8101 63

Leishmania 406 |0.027957581600330 | 0.99787378457152 | 0.997873784571 |5 95 0.007075823029941

infection 534 4 524 904

rRNA processing 245 10.016870954413992|0.99799163617357 | 0.997991636173 |5 21 0.001564129301355
563 12 5712 5788
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Neutrophil 480 |0.033053298443740 (0.99806361682934 | 0.998063616829 10 7.448234768359899
degranulation 53 53 3453 E-4

Transmission 341 ]0.023481614102740|0.99832677067664 | 0.998326770676 163 0.012140622672426
across  Chemical 668 13 6413 635

Synapses

Chromatin 256 | 0.017628425836661 | 0.99848412862796 | 0.998484128627 85 0.006330999553105
organization 618 79 9679 914

Chromatin 256 | 0.017628425836661 | 0.99848412862796 | 0.998484128627 85 0.006330999553105
modifying enzymes 618 79 9679 914

Fatty acid 428 10.029472524445668 | 0.99867190119056 | 0.998671901190 217 0.016162669447340
metabolism 64 43 5643 98

Intracellular 366 |0.025203140063352 | 0.99906194232405 | 0.999061942324 114 0.008490987635930
signaling by second 156 81 0581 284

messengers
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Disorders of 277 10.019074507643575|0.99911458327492 | 0.999114583274 |2 87 0.006479964248473
transmembrane 263 92 112

transporters

Signaling by 593 |0.040834595785704 | 0.99922553074182 | 0.999225530741 |74 704 0.052435572769253
Receptor Tyrosine 45 65 8265 69

Kinases

Diseases of signal 453 |0.031194050406280 | 0.99922688517928 | 0.999226885179 | 38 448 0.033368091762252
transduction by 125 59 2859 35

growth factor

receptors and

second messengers

Platelet activation, 291 [0.020038562181517|0.99938158505800 | 0.999381585058 |22 116 0.008639952331297
signaling and 696 36 0036 482

aggregation
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Signaling by 384 |0.026442638754992 | 0.99938349555887 | 0.999383495558 |10 192 0.014300610755251

Nuclear Receptors 424 73 8773 006

Phase | - 297 10.020451728412064 | 0.99946980873818 | 0.999469808738 |15 98 0.007299270072992

Functionalization 454 43 1843 7005

of compounds

Interferon 394 |0.027131249139237|0.99951223729621 | 0.999512237296 |2 69 0.005139281990168

Signaling 02 63 2163 33

Neuronal System 487 ]0.033535325712711{0.99963323900739 | 0.999633239007 |5 216 0.016088187099657
75 08 3908 38

Diseases of 408 [0.028095303677179(0.99964902876978 | 0.999649028769 |6 191 0.014226128407567

metabolism 453 38 7838 406

Metabolism of 324 |0.022310976449524 | 0.99973498534706 | 0.999734985347 |6 237 0.017652316401012

steroids 858 55 0655 96
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Signaling by WNT 332 [0.022861864756920 | 0.99978426206956 | 0.999784262069 |2 157 0.011693728586325
536 46 5646 041

Metabolism of 456 |0.031400633521553 | 0.99988755323418 | 0.999887553234 |11 243 0.018099210487114

carbohydrates 506 11 1811 555

Transcriptional 487 |0.033535325712711{0.99994648224307 | 0.999946482243 |2 259 0.019290928050052

Regulation by TP53 75 57 0757 14

Adaptive Immune 1004 |0.069136482578157|0.99995871274357 [ 0.999958712743 |45 264 0.019663339788470

System 29 25 5725 13

SLC-mediated 415 |0.028577330946150 | 0.99997464839955 | 0.999974648399 |1 191 0.014226128407567

transmembrane 666 45 5545 406

transport

Asparagine N- 421 |0.028990497176697 | 0.99997829447665 | 0.999978294476 |11 144 0.010725458066438

linked 425 08 6508 254

glycosylation
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Membrane 665 |0.045792590552265 | 0.99999363347946 | 0.999993633479 |33 219 0.016311634142708

Trafficking 526 12 4612 177

Axon guidance 584 |0.040214846439884 |0.99999492386711 | 0.999994923867 |3 298 0.022195739609712
315 5 115 5

Nervous  system 620 |0.042693843823164 |0.99999790559712 | 0.999997905597 |3 324 0.024132280649486

development 85 85 1285 07

Vesicle-mediated 824 |0.056741495661754 | 0.99999889320982 | 0.999998893209 |35 252 0.018769551616266

transport 58 14 8214 946

Biological 545 [0.0375292659413300.99999913612789 | 0.999999136127 |15 188 0.014002681364516

oxidations 395 1 891 609

Hemostasis 801 [0.055157691777992|0.99999974775146 | 0.999999747751 |28 334 0.024877104126322
01 78 4678 06
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Cell Cycle, Mitotic |1 596 [0.041041178900977 |0.99999977249820 | 0.999999772498 |6 350 0.026068821689259
825 76 2076 645

Cell Cycle 2 734 1 0.050544002203553 | 0.99999987736909 | 0.999999877369 |8 449 0.033442574109935
23 49 0949 945

Metabolism of |2 782 0.053849332047927 | 0.99999996340338 | 0.999999963403 |7 187 0.013928199016833

RNA 28 48 3848 011

Innate Immune |8 1333 [0.091791764219804|0.99999998829788 | 0.999999988297 |24 708 0.052733502159988

System 44 85 8885 08

Generic 11 1555 |0.107078914750034 | 0.99999999094481 | 0.999999990944 |11 824 0.061373454491285

Transcription 43 71 8171 57

Pathway

Transport of small |3 958 |0.065968874810632 | 0.99999999455544 | 0.999999994555 |3 441 0.032846715328467

molecules 14 52 4452 155
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Immune System 29 2681 [0.184616444015975(0.99999999623516 | 0.999999996235 |95 1621 0.120735885595113
77 16 96

Post-translational |10 1597 [0.109971078363861 | 0.99999999918122 | 0.999999999181 |26 526 0.039177714881573

protein 73 72 2272 07

modification

Cellular responses |1 811 |0.055846302162236|0.99999999922270 | 0.999999999222 |5 289 0.021525398480560

to stress 61 67 7067 107

Cellular responses |1 829 |0.057085800853876|0.99999999951877 | 0.999999999518 |5 320 0.023834351258751

to external stimuli 88 95 7795 676

RNA Polymerase 11|11 1694 |0.116650599091034 | 0.99999999954720 | 0.999999999547 |11 885 0.065916877699985

Transcription 3 49 2049 11

Developmental 5 1262 |0.086902630491667 | 0.99999999973912 | 0.999999999739 (7 556 0.041412185312081

Biology 81 07 1207 04
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Gene  expression | 12 1855 |[0.127737226277372|0.99999999994013 | 0.999999999940 |15 1000 0.074482347683598

(Transcription) 27 93 1393 99

Metabolism of | 6 1437 |0.098953312215948|0.99999999997093 | 0.999999999970 |12 947 0.070534783256368

lipids 22 66 9366 24

Infectious disease |3 1343 |0.092480374604049|0.99999999999969 | 0.999999999999 |5 750 0.055861760762699
02 82 6982 24

Metabolism of | 14 2334 [0.160721663682688 | 0.99999999999997 | 0.999999999999 |30 892 0.066438254133770

proteins 34 45 9745 3

Signal 23 2974 [0.2047927282743420.99999999999999 | 0.999999999999 |152 2402 0.178906599136004

Transduction 4 25 9925 76

Disease 12 2360 [0.162512050681724 |0.99999999999999 | 0.999999999999 |55 1591 0.118501415164606
28 96 9996
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Metabolism 8 3634 |0.250241013634485(1.0 1.0 38 2247 0.167361835245046
6 9

Ek tablo 2. Uzun kodlamaya yapmayan ve miR499 transfeksiyonu sonrasinda PC3 ve PC3M hiicreleri arasinda degisen hedefler.

Inc-AC002472.13.1-1, Inc-AC009336.1-, Inc-ACOT9-1, Inc-AF131215.2.1-1Inc-AKAP17A-1Inc-ANP32A-1Inc-ARHGAP10-2Inc-ARMCX6-
1Inc-ARSJ-1Inc-AUTS2-1Inc-AZI12-1Inc-BOD1-2Inc-C170rf80-4Inc-C60rf100-3Inc-C90rf30-1Inc-CCDC71L-1Inc-CDH5-7Inc-CDY L2-3Inc-
CHN2-3Inc-CLVS1-1Inc-CNBD1-4Inc-COL20A1-3Inc-CTC-236F12.4.1-3Inc-CTSL2-2Inc-CXorf56-2Inc-DFNA5-3Inc-DHRS7-2Inc-
EEF1A1-1linc-EIF2AK3-1Inc-EIF3M-2Inc-EPHAG-2Inc-ERH-1Inc-FGFBP1-1Inc-FTH1-3Inc-GABPA-5Inc-GCNT3-1Inc-GLS-1Inc-GPR65-
2Inc-HBEGF-2Inc-HIST1H1A-1Inc-HNRNPAL1-2Inc-HNRNPA2B1-4Inc-1D3-2Inc-IL5RA-6Inc-1LK-4Inc-KCNMB1-3Inc-KDM6A-1Inc-
KLF15-2Inc-LRRC40-1Inc-MEIS1-4Inc-MYEF2-5Inc-NDUFV2-1Inc-PCDH1-1Inc-PCMTD2-2Inc-PHLDB1-1Inc-PHLPP2-1Inc-PKMYT1-
1Inc-PRNT-1Inc-PRPF18-5Inc-RBM26-3Inc-RD3-1Inc-RETNLB-2Inc-RFPL4B-4Inc-RLBP1-1Inc-RNF135-2Inc-RP11-187E13.1.1-1Inc-
RP11-582J16.5.1-4Inc-RP11-68819.2.1-3Inc-RP11-82110.1.1-4Inc-RP11-831A10.1.1-1Inc-RPL24-1Inc-SGPL1-3Inc-SKA2-2Inc-SLC24A5-
1Inc-SREK1-1Inc-STX18-1Inc-STX8-1Inc-TBX3-3Inc-TEKT5-2Inc-TERF1-2Inc-TGFB3-1Inc-THOC5-1Inc-TMEM18-12Inc-TNKS2-1Inc-
TRIM62-1Inc-UCHL5-1Inc-UTP23-3, Inc-VAPA-1, Inc-WDR7-3, Inc-YBEY-3, Inc-ZC3H12D-1, Inc-ZFC3H1-2, Inc-ZNF608-4, Inc-
ZNF804A-,Inc-ZPBP-1
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