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Ozer

AMAC: Glioblastoma multiforme (GBM), beyin tiimdriiniin en yaygin ve agresif tiiriidiir. Prognozu genellikle kotiidiir ve ¢ogu hasta
yalnizca bir yil kadar hayatta kalir. Hastalarin sadece %5'i 5 yildan daha uzun stire hayatta kalabilmektedir. Temozolomid (TM2),
GBM ve astrositomlari tedavi etmek icin kullanilan oral alkilleyici bir ajandir ve hastalarin en az %50si TMZye yanit
vermemektedir. TMZ direncli GBM'de direnci gelistiren molekiiler mekanizmalari anlamak, daha iyi teshis ve tedavi stratejileri
gelistirmek icin kritik éneme sahiptir. Bu ¢alismada, glioblastomada TMZye direncin altinda yatan mekanizmalarin
diizenlenmesinde miRNA/mRNA larin rolii aragtirilmigtir

GEREC VE YONTEM: TMZ direncli GBM hiicreleri ve direncli olmayan hiicreler arasindaki miRNA ve gen ekspresyonunu
kargilastirmak amaciyla GSE100736 ve GSE100775 numarali iki veri seti Gen Expression Omnibustan (GEQ) veri tabanindan elde
edilmistir. Diferansiyel olarak eksprese edilen genler miRNAlar ve mRNA’lar GEOZR analiz programi ile tanimlanmistir. Analizler
sonucunda segilen genler ve miRNA'lar P<0.05 ve |log2 FC|>1 olarak secilmistir. [fadesi artan ve azalan miRNA'larin hedef genleri
ifadesi degisen genler ile karsilagtirilarak GO, KEGG analizleri yapilmistir. Daha sonra protein-protein etkilesimi (PPI) agi
olusturmak icin STRING 11.5 ve Cytoscape 3.9.1 kullanilmigtir.

BULGULAR: Bu ag analizi yoluyla anahtar genler tanimlanmistir. GSE100736 numarali veri analizi sonrasinda 5257 genin
ifadesinin azaldigi 1705 genin ifadesinin arttigi, GSE100775 nolu miRNA analizinde 150 miRNA'nin ifadesi artarken 97miRNA’nin
ifadesi azalmistir.  Onemli éblciide zenginlestirilen ana yolaklar, kanserde en yiiksek sayida hedef gen, ardindan fokal adezyon,
PI3K-Akt sinyali, kanserde mikroRNA'lar iceren yollari icermektedir. Kanserdeki yollar, kritik rol oynayan Wnt, p53, VEGF, kalsiyum,
HIF-1, PPAR, Notch, PI3K-Akt, MAPK, Ostrojen, cAMP, TGF beta, Hedgehog, Jak-STAT ve mTOR yollari gibi farkli sinyal yollarini
icermektedir.

SONUC: GBM direng patogenezinde yer alan anahtar genlerin belirlenmesi, hastaligin tam olarak anlasilmasi ve hedefe yonelik
tedavilerin gelistirilmesi acisindan 6nemlidir. Onerilen miRNA'lar GBM icin yeni terapétik hedefler ve prognostik biyobelirtecler
olarak tahmin edilebilir.

Anahtar Kelimeler: glioblastoma, ilag direnci, mikroRNA, mRNA, biyoinformatik analiz

ABSTRACT

OBJECTIVE: Glioblastoma multiforme (GBM) is the most common and aggressive type of brain tumor. The prognosis is generally
poor, with most patients surviving only about a year. Only 5% of patients can survive beyond five years. Temozolomide (TMZ) is
an orally administered alkylating agent used to treat GBM and astrocytomas, but at least 50% of patients do not respond to TMZ.
Understanding the molecular mechanisms underlying TMZ resistance in GBM is of critical importance for developing better
diagnostic and treatment strategies. This study investigates the role of miRNA/mRNA regulation in the modulation of resistance
mechanisms to TMZ in glioblastoma.

MATERIALS AND METHODS: Two datasets, GSE100736 and GSE100775, were obtained from the Gene Expression Omnibus (GEQ)
database to compare miRNA and gene expression between TMZ-resistant and non-resistant GBM cells. Differentially expressed
genes and miRNAs were identified using the GEOZR analysis tool, with selected genes and miRNAs having a significance level of
P<0.05 and llog2 FC|>1. Gene Ontology (GO) and Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) analyses were conducted by
comparing the target genes of upregulated and downregulated miRNAs with genes showing altered expression. Subsequently,
STRING 11.5 and Cytoscape 3.9.1 were used to create a protein-protein interaction (PPl) network.

RESULTS: Key genes were identified through network analysis. After analyzing the GSE100736 dataset, 5257 genes were found to
be downregulated, and 1705 genes were upregulated. In the GSE100775 miRNA analysis, the expression of 150 miRNAs
increased, while 97 miRNAs decreased. Significantly enriched pathways included pathways with the highest number of target
genes in cancer, followed by focal adhesion, PI3K-Akt signaling, and pathways involving microRNAs in cancer. Cancer pathways
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encompassed various signaling pathways critical in cancer, such as Wnt, p53, VEGF, calcium, HIF-1, PPAR, Notch, PI3K-Akt, MAPK,
estrogen, cAMP, TGF-beta, Hedgehog, Jak-STAT, and mTOR pathways.

CONCLUSION: Identification of key genes involved in GBM resistance pathogenesis is crucial for a comprehensive understanding
of the disease and the development of targeted therapies. The proposed miRNAs could be predicted as new therapeutic targets

and prognostic biomarkers for GBM.

Keywords: glioblastoma, drug resistance, microRNA, mRNA, bioinformatic analysis

GIRI

GIioslastoma multiforme (GBM), beyin kanseri 6limunin
ana nedenini olusturan, en yaygin ve kotd huylu glioma
tirddar ve tanidan itibaren ortalama hasta sag kalimi
yaklasik 15 ay olarak bildirilmistir (1). ABD'de kansere bagli
6lumlerin 12. 6nde gelen nedeni olarak kabul edilmektedir
(2). GBM'nin tedavisi cerrahi, kemoterapi ve radyasyon
terapilerini icermektedir, ancak kemoterapdétik ajanlara
direngve ameliyat sonrasi yuksek ntks sikligi, bu hastaligin
terap6tik mudahalesinde zorluk olusturmaktadir (3). Son
birkag on yilda GBM arastirmalarinda ilerlemeler olmasina
ragmen GBM'nin molekiler belirleyicileri tam olarak
anlasilamamustir. Bu nedenle, erken taniya ve bu hastalikla
mucadele icin yeni stratejilerin gelistiriimesine yardimc
olabilecek GBM'nin baslangici ve ilerlemesineiliskin acik bir
mekanizmanin tanimlanmasi ve olusturulmasi 6nemlidir.
mikroRNA'lar (miRNA'lar) 1993'te kesfedilmis olsa da,
kanser ile olan iliskileri ilk kez 2002'de rapor edilmistir.
MiRNA'lar, mRNA'nin 3" c¢evrilmemis bdlgelerindeki
baglanma bolgelerinin kismi tamamlayicihgl yoluyla gen
ekspresyonununtranslasyon sonrasi duzenlenmesinde rol
oynayan, 17-25 bp arasinda degisen, kodlamayan kuglk
RNA'lardir (4). mikroRNA'lar, mRNA bdlinmesi veya
translasyonel baskilama yoluyla gen ekspresyonunu
duzenleyebilir (5). Bazi miRNA'lar, onkogenleri asagl dogru
duzenleyerek tumaor baskilayici olarak gorev yapabilirken,
oncomir olarak adlandinlan digerleri, timor baskilayic
genlerin  ekspresyon seviyelerini dusurerek tUmor
olusumunu tesvik etme gorevi gérmektedir (6). MirBase'e
goére insanlarda 1.917 &ncl ve 2.654 olgun miRNA
bulunmaktadir; her bir miRNA, birkag mRNA'nin
ekspresyonunu duzenleyebiliyor. Bu mRNA'larin her biri,
farkli miRNA'lar tarafindan duizenlenir; bu, mRNA'lan ve
onun miRNA duzenleyicilerini haritalamak i¢in odaklanmis
bir calisma gerektiren ¢ok karmasik bir duzenleyici
mekanizmanin varligina isaret eder. Duzensiz miRNA
ekspresyon modelleri, pankreas, meme, kolon, akciger ve
cilt kanserleri gibi cok cesitli insan malignitelerinde ve

hastaliklarinda gozlemlenmistir (7, 8, 9, 10).

GBM modellerinde miRNA paternlerinin olusturulmasina
yonelik calismalar devam etse de tani ve prognostik
amaclarla kullanilabilecek  yeni biyobelirteglerin
belirlenmesi henlizkarsilanmamis ¢cok dnemli bir ihtiyactir.
Bu nedenle mevcut calisma, GEO veri tabanindan toplanan
TMZ direncli GBM hucrelerinde miRNA ekspresyon profili ve
mMRNA veri setlerinin arastinlmasina ve ardindan ilaca
direng gdsteren ve gostermeyen ve GBM hucreleri arasinda
farkli sekilde eksprese edilen miRNA'larin tanimlanmasina
odaklanmistir. Ayrica, bu c¢alisma ayni zamanda GBM
gelisimiveilerlemesinin altinda yatan mekanizmanin daha
iyi anlasilmasii¢in hedeflerinin arastirilmasini ve hedef gen
etkilesim aglarinin insasini da ayrintilariyla anlatmaktadir.
Son zamanlarda biyoinformatik analiz, cesitli hastaliklarin
potansiyel molektler mekanizmalarini ve terapotik
hedefleriniincelemek icin yaygin olarak kullaniimaktadir (8,
9, 10). Artan sayida miRNA/mRNA ciftinin, yUksek verimli
mikrodizin ve biyoinformatik analiz yoluyla cesitli kanser

sureclerinde 6nemli roller oynadigl bulunmustur.

GEREC VE YONTEM

Mikrodizi verileri

Glioblastoma multiforme (GBM), en sik gorulen ve élumcul
malign primer beyin tumdértudur. Temozolomid (TMZ),
GBM'Yyi tedavi etmek icin umut verici bir kemoterap6tik
ajandir. Ancak TMZ'ye karsi direng ylksek siklikta hizla
gelisir. GBM hucrelerinin TMZ'ye direncinin altinda yatan
mekanizmalar tam olarak anlasilamamistir. Kodlamayan
RNA'lar bircok kanserde anormal bir sekilde eksprese edilir
veilacadiren¢de dahil olmak tzere patogenezinde oldukca
rol oynamaktadir. GBM hucrelerinin TMZ'ye direncinde
miRNA'larin rolUnu sistematik olarak incelemek icin, miRNA
gen ekspresyonu mikrodizilerini kullanarak TMZ'ye direncli
hucre hattinin ve TMZ'ye duyarli hicre hattinin gen
ekspresyon profillerini olusturduk. Analiz i¢cin GEO veri
kimesinden GSE100775 ve GSE100736 erisim numarasina
sahip GBM miRNA ekspresyon verileri ve gen ekspresyon
verileri secilmistir. Mikrodiziler Gzerinde RNA ekstraksiyonu

ve hibridizasyonu i¢in TMZ'ye direncli hlcreler ve TMZ'ye
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duyarli hucreler kullanilmistir. Mevcut analizler igin
GSE100775 nolu veri Phalanx Human miRNA OneArray v7.1
platformuna dayali olarak gerceklestirilen miRNA
ekspresyon verileri alinmistir. GSE100736 verisinde,
Phalanx Human IncRNA OneArray v1_mRNA (Agilent-
074432) cipinitemel alan bir platformda gerceklestirilmistir.

Mikrodizin veri analizi

GEOZ2R (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/geo2r), normal
orneklerle karsilastirildiginda GBM &rneklerindeki ifadesi
degisen miRNA'larn tanimlamak i¢in GEO veri setindeki iki
6rnek grubunu karsilastiran ¢evrimic¢i  bir aractir. R
platformundaki Bioconductor projesinin iki paketi olan
GEOquery ve limma, GEO veri kimelerinden miRNA'lari
tespit etmek icin saglanan islenmis mikro dizi verilerinin
dogru analizini saglar. Yanhs kesif orani (FDR), Benjamini-
Hochberg yontemine dayali olarak diizeltilmis P degerleri
(adj P degeri) uygulanarak en aza indirildi. |log Kat artis
Degisimi (logFC)|>1 ve adj P-degeri <0,05, drneklerdeki
ifadesi artmis veya azalmis miRNA'larin tespiti i¢in kesme

degerleri olarak alinmistir (9,10).

MiRNA'larin hedef genlerinin belirlenmesi

MiRNA'larin dogrulanmis hedef genleri, literatiirden elde
edilen, manuel olarak kuratérliglinde miRNA hedef gen
etkilesimlerinin ~ bir  veri  tabani  olan  miRDB
(https://mirdb.org/) ve MirTarbase
(http://mirtarbase.mbc.nctu.edu.tw) kullanilarak ortak olan

hedef genler belirlendi (8) .

Gen ontolojisi (GO) ve yolak analizi

Ek Aciklama, Gorsellestirme ve Entegre Kesif Veritabani
(DAVID) ( http://david.ncifcrf.gov/), genomik deneylerden
elde edilen, gen fonksiyonunun yuksek verimli analizine
y6nelik birweb aracidir. Bu calismada DAVID, gen ontolojisi
(GO) ve Kyoto Genler ve Genomlar Ansiklopedisi (KEGG)
yolu analizini gerceklestirmek icin kullanildi (11). GO,
ontoloji terimlerinimolekuler fonksiyon, hiicresel bilesenler
ve biyolojik stregler halinde siniflandinr. Belirli yollara
haritalanabilecek duzensiz miRNA hedef genlerinin
zenginlesmesini tanimlamak icin KEGG yolu veri tabani
analizi yapildi. Hem GO hem de KEGG yolu analizi, 6nemli

zenginlesmenin secimi icin (FDR) <0,05 olarak segildi.

Hedef genlerin protein etkilesim agi (PPl) analizi ve kiime secimi

PPI, tahmin edilen ve bilinen protein-protein

etkilesimlerinin ~ bir veri tabani olan Etkilesimli

Genlerin/Proteinlerin Ainmasi i¢cin Arama Araci (STRING,
http://string.embl.de/) (12) kullanilarak olusturuldu. PPl agi
yuksek guven puaniyla (gliven puani 27) olusturuldu ve
Cytoscape 3.9.1 yazilimiyla gorsellestirildi. Agdaki islevsel
modulleri tespit etmek igin bir Cytoscape eklentisi olan
Cytohubba kullanildi (13). Hub gen olarak ilk 10 gen MCC

skoruna gore belirlendi.

BULGULAR

[fadesi degisen miRNA ve Genler

Analizler sonucunda secilen genler ve miRNA'lar P<0.05 ve
|log2 FC|>0 olarak secilmistir. (Tablo 1). GSE100736 nolu
veri analizi sonrasinda 5257 genin ifadesinin azaldig 1705
genin ifadesinin GSE100775 nolu miRNA analizinde 247
miRNA ifadesinde degisiklik olmustur. MiRNA ve mRNA
verilerine ait volkanoblot sekilleri Sekil 1'de gosterilmistir.
Bunlardan 150 miRNA'nin ifadesi artarken 97miRNA'nIn
ifadesi azalmistir arttigi gérilmistar. ifadesi en cok artan ve
azalanilk 10 miRNA Tablo 1'de verilmistir. GSE100736 nolu
veri analizi ile ifadesi en ¢ok degisen ilk 20 gen Tablo 2'de
verilmistir.

Sekil 1. GSE100775 ve GSE100736 nolu verilere ait volkanoblot

sekilleri. Kirmizi noktalar artan mavi noktalar azalan gen ve
miRNA’lari gbstermektedir.
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MiRNA gen diizenleyici aginin tanimlanmasi

MiRNA'lar translasyon sonrasi gen ekspresyonunun
duzenlenmesinde cok dnemli bir rol oynadigindan, artan ve
azalan 3 miRNA'nin (Tablo 1) hedef genlerine bakilmistir.
MiRNA'larin hedef genlerine miRDB ve MirTarbase'in veri
tabanlarinin ortak genleriile ulasiimistirve GSE100736 nolu

veri analizi sonucu elde edilen artan azalan gen verileri ile

Tablo1. ifadesi en cok degisen ilk 10 miRNA

karsilastinlmistir. MiRNA'lar ve hedef gen sayilarn Tablo 3'de
verilmistir. Daha sonra hedef genler ile mRNA datasinda
ifadesi artan ve azalan genler karsilastinimistir. MiRNA ve
hedef mRNA arasindaki ifadenin ters bir iliskisi vardir.
ifadesi artan miRNA'larin hedef genleri ile ifadesi azalan
genler ve ifadesi azalan miRNA'larin hedef genleri ile de
ifadesi artan genler karsilastirilmistir. ifadesi artan ve azalan

ilk 3 miRNANIn hedef gen sayilar Tablo 3'te verilmistir.

ifadesi azalan miRNA'lar

ifadesi artan miRNA'lar

miRNA_ID adj.P.val P.Value logFC miRNA_ID adj.P.val P.Value logFC
hsa-miR-9-5p 0,000169 5,29E-07 -2 hsa-miR-106b-5p 0,006619 5,67E-04 1,7
hsa-miR-4259 0,002271 8,54E-05 -14 hsa-miR-193b-3p 0,000518 6,95E-06 1,6
hsa-miR-4632-5p 0,017284 2,64E-03 -0,8 hsa-miR-17-5p 0,000518 8,10E-06 1,6
hsa-miR-9-3p 0,001384 3,39E-05 -0,7 hsa-miR-92a-3p 0,001384 3,56E-05 14
hsa-miR-92b-5p 0,002316 9,85E-05 -0,7 hsa-miR-19b-3p 0,002031 6,78E-05 14
hsa-miR-3665 0,013367 1,84E-03 -0,7 hsa-miR-6765-3p 0,008164 8,27E-04 13
hsa-miR-4530 0,030175 6,11E-03 -0,7 hsa-miR-1260b 0,010126 1,19E-03 13
hsa-miR-138-5p 0,00139 3,92E-05 -0,6 hsa-miR-20a-5p 0,004936 3,53E-04 13
hsa-miR-1908-5p 0,002622 1,20E-04 -0,6 hsa-miR-106a-5p 0,00465 3,02E-04 1,2
hsa-miR-22-3p 0,016412 2,45E-03 -0,6 hsa-miR-3175 0,022019 3,66E-03 1,2
Tablo2. ifadesi en cok artan ve azalan ilk 20 gen
ifadesi azalan genler ifadesi artan genler
Gen semboli adj.P.Val P.Value logFC Gen Sembolii adj.P.val P.Value logFC
SOX2 6,13E-08 6,34E-11 -1 H19 4,68E-08 2,66E-11 14
SPP1 4,66E-08 2,17E-12 -10 C4BPB 4,66E-08 2,00E-11 11
UCHL1 4,66E-08 -10 -10 CDKN2C 4,73E-08 3,09E-11 10
GJA1 1,07E-07 3,55E-10 -10 KRT17 5,73E-08 4,80E-11 9,9
COL1A2 4,66E-08 9,54E-12 -10 S100P 4,66E-08 2,19E-12 9,9
IRX1 3,38E-07 3,00E-09 -9,94 CDA 1,04E-07 3,37E-10 9,9
LYPD1 1,25E-07 4,58E-10 -9,9 MAOB 5,30E-07 6,29E-09 9,49
IGFBP2 7,00E-08 1,26E-10 -9,83 STEAP4 4,66E-08 8,69E-12 9,47
EPHA3 4,73E-08 3,17E-11 -9,67 CHCHD10 8,11E-08 1,56E-10 9,24
KHDRBS3 2,63E-06 6,64E-08 -9,64 FAF1 3,77E-07 3,53E-09 9,12
PLAU 5,77E-08 493E-11 -9,56 MIF 4,66E-08 1,01E-11 9,05
TENM2 4,66E-08 1,76E-11 -9,54 WISP2 4,66E-08 4,23E-12 9,01
RARB 1,49E-07 6,41E-10 -9,44 MARC1 4,66E-08 2,79E-12 8,95
AUTS2 6,76E-08 1,12E-10 -9,38 SERPINB1 4,66E-08 1,76E-11 8,94
NRN1 6,66E-08 9,91E-11 -9,37 SLPI 4,73E-08 3,27E-11 8,94
BCHE 2,64E-06 6,68E-08 -9,29 ALPP 4,66E-08 1,94E-11 8,9
GPM6A 3,40E-07 3,03E-09 -9,24 HSPA1A 5,31E-08 3,82E-11 8,82
NEFL 4,66E-08 6,33E-12 -9,21 SLC43A3 4,73E-08 3,12E-11 8,69
CNN3 6,47E-08 9,29E-11 9,16 EREG 1,30E-07 5,09E-10 8,69
PTN 9,03E-08 2,27E-10 -9,15 KYNU 4,66E-08 1,53E-11 8,42

76



Aegean J Med Sci
2023;3:73-83

Hekmatshoar and Karadag Giirel

Determination of Temozolomide Resistance Factorsin Glioblastoma

Tablo 3. ifadesi degisen ilk 3 miRNAlarin hedef gen sayisi

ifadesi azalan miRNA'lar

miRNA_ID Hedef gen sayisi
hsa-miR-9-5p 1236
hsa-miR-4259 259
hsa-miR-4632-5p 673

ifadesi artan miRNA'lar
miRNA_ID Hedef Gen sayisi
hsa-miR-106b-5p 1384
hsa-miR-193b-3p 332
hsa-miR-17-5p 1333

En cok ifadesi artan hsa-miR-106b-5p’nin hedef genleri ile
ifadesi azalan genlerkarsilastinldiginda 1384 hedef genden
537 tanesinin ifadesi azalan genler oldugu ortaya ¢ikmstir.
Hsa-miR-193b-3p’nin 332 hedef geninden 146'sI yine ifadesi
azalan genlerle ortistrken hsa-miR-17-5p’in 415 hedef
genin 1801 ifadesi azalan genlerle értismustar. ifadesi
azalan miRNA'lardan hsa-miR-9-5p‘in 1236 hedef gen 112
ifadesi artan genle, hsa-miR-4259'un 259 hedef geninden
27'si ve hsa-miR-4632-5p'nin 673 hedef geninden 44U
ifadesi artan genlerle 6rtismustdr. MiRNA'larin hedef
genlerinin ifadesi artan ve azalan genler ile karsilastirilmasi

Sekil 2'de verilmistir.

Sekil 2. [fadesi azalan miRNA'larin Hedef genlerinin ifadesi
artan ve azalan genler ile karsilastiriimasi ve ortak genler

hsa-miR-9-5p Upregulated hsa-miR-106b-5p Upregulated

Downregulated Downresulated
hsa-miR-193h-3p Upregulated

hsa-miR-4259 Upregulateed

Downregulated Downregulated

hsa-miR-4632-5p Upregulated hsa-miR-17-5p Upregulated

Downregulated Downregulated

Gen ontolojisi (GO) fonksiyonel aciklamasi ve hedef genlerin yol

zenginlestirilmesi

Hedef genlerin ifadesi degisen genlerle dtlsen genlerin
biyolojik yolaklarn hakkinda bilgi edinmek icin, genomik
deneylerden elde edilen genlerin islevsel agiklamalarina
yonelik internet Uzerinden erisilebilen bir program olan
DAVID yazilimini kullanarak GO kategorileri ve yolak
zenginlestirme analizi yapildi. Gen listesi, biyolojik streg
(BP), hticresel bilesen (CC)ve molektiler fonksiyon (MF) gibi
alt ontolojiler halinde gruplandirilan farkli GO terimlerinde
zenginlestirme agisindan analiz edildi. Hsa-miR-4259 (27
ortisen gen)ve hsa-miR-4632-5p (44 6rtisen gen)yolaklara

dagilmamistir. Hsa-mir-9-5p'nin gen sayisinin azhigindan

dolayi KEGG yolaklarina ayrnimamistir.
G0:0031012~extracellular matrix,
GO:0030198~extracellular matrix organization,
G0:0005788~endoplasmic reticulum [imen,
G0:0030199~collagen fibril organization,

G0:0005178~integrin binding GO terimlerinde zenginlestigi
goérulmastar. Analiz sonuclar hedef genler icin dnemli GO
terimi ve KEGG yolaklar Tablo 4, 5 ve 6'da verilmistir.

Onemli 6l¢ide zenginlestirilen ana yolaklar, kanserde en
yuksek sayida hedef gen, ardindan fokal adezyon, PI3K-Akt
sinyali, kanserde mikroRNA'lar iceren yollar icermektedir.
Kanserdeki yollar, kritik rol oynayan Wnt, p53, VEGF,
kalsiyum, HIF-1, PPAR, Notch, PI3K-Akt, MAPK, Ostrojen,
cAMP, TGF beta, Hedgehog, Jak-STAT ve mTOR yollan gibi
farkli sinyal yollarini icermektedir. invazyon ve metastaz,
hucre proliferasyonu, adezyon, anjiyogenez, apopitoz ve
kemoterapiye direncteki rolleri vardir. PI3K-Akt sinyali
GBM'nin gelisiminde ve ilerlemesinde hayati bir rol oynar.
Yolak zenginlestirme analizi béylece GBM gelisiminde bu

miRNA'larin 6nemli bir rol oynadigini géstermektedir.

Farkli _ifade edilen miRNA hedef genlerinin PPl ag yapisi ve

modiil analizi

Hedef genler arasindaki etkilesimi anlamak icin, gerekli
minimum etkilesim puani kriteri yuksek guiven (0,4) olarak

ayarlanan STRING veritabani kullanilarak PPl agi
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olusturuldu. PPl zenginlestirmesi, miRNA'larin hedef
genleriyle ifadesi degisen genlerin ortak olanlari Gzerinden

yapildi. PPl etkilesim agi, Cytoscape tabanh bir eklenti olan

cytohubba kullanilarak hub genlerin tanimlanmasi igin
arastirildi. Her miRNA icin 10 hub gen tanimlandi (Sekil 3-4).

Tablo 4 .Hsa-miR-17-5p 2'nin miRNA -mRNA &rtlsen genlerin zenginlestigi GO ve KEGG yolaklar

cells

Kategori Gen Ontolojisi Gen sayisi Genler
GO:0006468~protein MAP3K2, EPHA5, EPHA4, BMPR2, LIMK1, PIK3R1, SMADS,
GOTERM_BPDIRECT | ssphorylation 14 TGFBR2, RPS6KA4, CREB1, STK17B, WNK3, MKNK2, AAK1
GOTERM_CC_DIRECT  GO:0005905~clathrin-coated pit 4 BMPR2, AAK1, VLDLR, LDLR
G0:0030229~very-low-density
GOTERM_MF_DIRECT lipoprotein particle receptor 3 VLDLR, LRPS8, LDLR
activity
GOTERM_MF_DIRECT  G0:0004672~protein kinase - MAP3K2, EPHA4, PXK, CCND1, STK17B, LIMK1, WNK3, MKNK2,
activity AAK1, MAP3K14
GOTERM_MF DIReCT ~ ©0:0005041~low-density 3 VLDLR, LRP8, LDLR
lipoprotein receptor activity
MTMR3, BMPR2, BNC2, PRDM6, GLIS3, ZBTB20, ZBTB4,
ZBTB41, ZC3H12C, LASP1, SALL1, MKNK2, ZNF800, ANKFY1,
GOTERM_MF.DIRECT  GO:0046872~metalion binding 3 ITGBS8, USP46, ZBTB18, MAP3K2, ANKIB1, ITGA4, OSR1, LIMKT,
MEX3D, SMAD5, PGM2L1, TOPORS, TGFBR2, CNOT4, REST,
RUFY2, MKRN1, CAPRIN2, RLIM, TRIM36, ADAM9, WDFY3,
CREBS
GO:0004674~protein RPS6KA4, MAP3K2, BMPR2, STK17B, LIMK1, WNK3, MKNK2,
GOTERM_MF_DIRECT serine/threonine kinase activity 10 AAK1, MAP3K14, TGFBR2
) . EPHAS, EPHA4, SEMA7A, FZD3, BMPR2, DPYSL2, SEMA4B,
KEGG_PATHWAY hsa04360:Axon guidance 11 LIMKI, PIK3R1, SSH2, SSH1
KEGG_PATHWAY hsa04668:TNF signaling pathway 6 RPS6KA4, CREB1, IRF1, PIK3R1, MAP3K14, CREB5
KEGG_PATHWAY :‘:faegtsilisz'*”ma”pap'”oma‘”rus 9 RBL2, FZD3, CREB1, CCND1, ITGA4, IRF1, ITGBS, PIK3R1, CREB5
KEGG_PATHWAY hsa04810:Regulation of actin 7 TIAM1, ITGA4, LIMK1, ITGBS, PIK3R1, SSH2, SSH1
cytoskeleton
KEGG_PATHWAY hsa04068:FoxO signaling pathway 5 RBL2, CCND1, S1PR1, PIK3R1, TGFBR2
KEGG_PATHWAY hsa04380:Osteoclast 5 CREB1, CTSK, PIK3R1, MAP3K14, TGFBR2
differentiation
KEGG_PATHWAY hsa05203:Viral carcinogenesis 6 RBL2, KAT2B, CREB1, CCND1, PIK3R1, CREB5
hsa04550:Signaling pathways
KEGG_PATHWAY regulating pluripotency of stem 5 FZD3, REST, BMPR2, PIK3R1, SMAD5

Tablo 5. Hsa-miR-193b-3p miRNA -mRNA ortisen genlerin zenginlestigi GO ve KEGG yolaklari

Kategori Gen Ontolojisi

GO:0006468~protein 1

GOTERM_BP_DIRECT )
phosphorylation

Gen sayisi Genler

MAPK10, EPHAS5, TGFB2, TAOK1, AAK1, TESK2, PIK3R1, PAK3, PRKACB,
ACVR2A, PAK4

GOTERM_CC_DIRECT ~ GO:0005634~nucleus 55

CLSTN1, UBP1, TESK2, ETS1, PHF6, DCAF7, ING5, ALKBH5, CCND1,
ZNF385B, PRKACB, HSBP1, ETV1, SIRT7, HNRNPUL2, SYF2, TBL1XR1,
SPOPL, TRIB2, CLOCK, USP13, INO8OD, CBFB, ARHGAP19, PIK3R1,
ZBTB5, LPP, ATXN1, ERBB4, DHRS7B, TP53INP1, CAMTA1, SF3B1,
E2F6, RUNX1T1, CBX7, ZNF582, HACE1, PLEKHA2, MDH2, SIAH1,
MICAL2, ARID3B, FLI1, MAPK10, ZBTB6, PER3, ZNF37A, ABI2, ZNF71,
NOVAT1, TCF4, PDCD2, NF2, CCNJL

G0O:0004712~protein
serine/threonine/tyrosine 9
kinase activity

GOTERM_MF_DIRECT

EPHAS, ERBB4, TAOKT, KIT, AAK1, TESK2, PAK3, PRKACB, PAK4

G0:0004672~protein kinase

GOTERM_MF_DIRECT L
activity

MAPK10, CCND1, TAOK1, AAK1, TESK2, TRIB2, PRKACB, PAK4

GO:0004674~protein 8

GOTERM_MF_DIRECT : ! -
serine/threonine kinase

MAPK10, TAOK1, AAK1, TESK2, PAK3, PRKACB, ACVR2A, PAK4
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activity

Kategori

Gen Ontolojisi

Gen sayisi Genler

G0:0006357~regulation of

ZNF582, CBFB, UBP1, ETV1, HOXD13, CTDSPL2, SIRT7, ARID3B, ZBTBS,

GOTERM_BP_DIRECT transcription from RNA 20 ETS1, PHF6, FLI1, ZBTB6, ZNF37A, ZNF71, TBLIXR1, CAMTA1, TCF4,
polymerase Il promoter CLOCK, E2F6

GOTERM_BP DIReCT ~ ©0:0046777~protein 5 ERBB4, TAOK1, KIT, AAK1, PRKACB
autophosphorylation

KEGG_PATHWAY hsa04014:Ras signaling 1 MAPK10, RALGAPB, KIT, RRAS2, PIK3R1, PAK3, RGL1, ETS1, PRKACB,
pathway SOS2, PAK4

e — hsa05200:Pathways in 1 MAPK10, TGFB2, ARHGEF12, CCND1, KIT, PIK3R1, ETS1, PRKACB,
cancer SOS2, RUNX1T1, IFNAR1

KEGG_PATHWAY hsa05205:Proteoglycans in 10 TGFB2, ARHGEF12, CCND1, PLAU, ERBB4, RRAS2, ANK3, PIK3R1,
cancer PRKACB, SOS2

KEGG_PATHWAY EZigjlglonApK Slnelling: 9 MAPK10, TGFB2, ERBB4, TAOKT, STMN1, KIT, RRAS2, PRKACB, SOS2

KEGG_PATHWAY gZigﬁ;O:Wmtsngnalmg 7 MAPK10, CCND1, TBL1XR1, DAAM2, SIAH1, PRKACB, DKK2

KEGG_PATHWAY e 7 ARHGEF12, ABI2, RRAS2, PIK3R1, PAK3, SOS2, PAK4

actin cytoskeleton

KEGG_PATHWAY

hsa05211:Renal cell

6 TGFB2, PIK3R1, PAK3, ETS1, SOS2, PAK4

carcinoma

KEGG_PATHWAY

hsa04012:ErbBsignaling
pathway

6 MAPK10, ERBB4, PIK3R1, PAK3, SOS2, PAK4

KEGG_PATHWAY

hsa04510:Focal adhesion 6

MAPK10, CCND1, PIK3R1, PAK3, SOS2, PAK4

Tablo 6. Hsa-miR-106b-5p miRNA -mRNA ortiisen genlerin zenginlestigi GO ve KEGG yolaklari

Kategori

GOTERM_BP_DIRECT
GOTERM_BP_DIRECT
GOTERM_BP_DIRECT
GOTERM_BP_DIRECT
GOTERM_CC_DIRECT
GOTERM_MF_DIRECT
GOTERM_MF_DIRECT
GOTERM_MF_DIRECT
GOTERM_MF_DIRECT
GOTERM_MF_DIRECT
GOTERM_MF_DIRECT
GOTERM_MF_DIRECT

GOTERM_MF_DIRECT

KEGG_PATHWAY
KEGG_PATHWAY
KEGG_PATHWAY
KEGG_PATHWAY
KEGG_PATHWAY
KEGG_PATHWAY
KEGG_PATHWAY
KEGG_PATHWAY

Gen Ontolojisi

GO:0000122~negative regulation of transcription from RNA polymerase Il promoter

GO0:0006357~regulation of transcription from RNA polymerase Il promoter

GO:0006468~protein phosphorylation
G0:0006914~autophagy
G0:0000785~chromatin
GO0:0046872~metal ion binding
GO:0005524~ATP binding
G0:0003677~DNA binding

GO:0000981~RNA polymerase Il transcription factor activity, sequence-specific DNA binding
G0:0003700~transcription factor activity, sequence-specific DNA binding

G0:1990837~sequence-specific double-stranded DNA binding

GO0:0004712~protein serine/threonine/tyrosine kinase activity

GO0:0001228~transcriptional activator activity, RNA polymerase Il transcription regulatory region

sequence-specific binding

hsa04151:PI3K-Akt signaling pathway

hsa04010:MAPK signaling pathway

hsa04810:Regulation of actin cytoskeleton

hsa04140:Autophagy - animal

hsa04510:Focal adhesion

hsa05207:Chemical carcinogenesis - receptor activation
hsa04668:TNF signaling pathway

hsa04550:Signaling pathways regulating pluripotency of stem cells

Gen sayisl

49
66
26
10
41
90
59
52
49
29
24
23

20
17
15
13
12
12
10
10
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Sekil 3. Birlikte ifade edilen DEG'lerin protein-protein etkilesimi. ifadesiartan genlerin Cytoscape cytohubba analizi sobucu éne
¢tkan 10 hub gen. A. hsa-miR-17-5p'nin cytoscape Cytohubba analizi. B. hsa-miR-193b-3p Cytoscape Cytohubba analizi C. Hsa-
miR-106b-5p2nin cytoscape analizi

A
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Sekil 4. Birlikte ifade edilen DEG'lerin protein-protein etkilesimi. ifadesi azalan genlerin Cytoscape cytohubba analizi sobucu éne

¢tkan 10 hub gen. A. hsa-miR-9-5p'nin cytoscape Cytohubba analizi. B. hsa-miR-4632-5p Cytoscape Cytohubba analizi C. Hsa-miR-

4259'nin cytoscape analizi
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TARTISMA ifadesi degisen miRNA'lar arasinda en yiiksek ortalama

GBM, hayatta kalma oraninin azalmasi ve yutksek derecede
niksetmeile son derece 6lumcul bir beyin kanseri taruddar.
Etkili tedavi stratejileri bulmak i¢in dnemli ¢abalar sarf
edilmis olmasina ragmen, hastanin hayatta kalmasinda
anlamli bir iyilesme gézlemlenmemistir (11). Bu nedenle
hastaligin ilerlemesinde 6nemli rol oynayan molekuler
belirteclerin  anlasilmasini  gerektiren yeni tedavi
yaklasimlarinin belirlenmesine acil ihtiyac¢ vardir. TUmor
baskilayict  genlerin  veya onkogenlerin endojen
duzenleyicileri olan miRNA'larin ekspresyon seviyelerindeki
degisiklikler, kanserin ilerlemesinde veya gelisiminde kritik
bir rol oynamaktadir (9, 12). GEO'dan alinan mikrodizin
ekspresyon verilerinin analizi, GSE100736 nolu veri analizi
sonrasinda 5257 genin ifadesinin azaldig 1705 genin
ifadesinin GSE100775 nolu miRNA analizinde 247 miRNA
ifadesinde degisiklik olmustur. Bunlardan 150 miRNA'nin

ifadesi artarken 97miRNA'nin ifadesi azalmistir.

azalmis reglilasyonu gosteren hsa-miR-9-5p, hsa-miR-4259
ve hsa-miR-4632-5p, artmis reglilasyon gosteren ise hsa-
miR-106b-5p, hsa-miR-17-5p ve hsa-miR-193b-3p’nin farkl
kanser turlerinin dizenlenmesinde yer aldig zaten rapor
edilmistir. ifadesi azalan miRNA'lardan hsa-miR-9-5p'nin
yuksek oranda korunmus bir miRNA'dir ve miR-9

ekspresyonunun anormal duzenlemesinin  hastalik
patolojisi lzerinde cesitli etkileri vardir. MiR-9, cesitli
kanserlerde ikili bir timor baskilayic veya oncomiR
aktivitesi oynayabilir. Calismamizda daha 6nce GBM ile
iliskili olarak soylenen TGFBR1, PTEN, PDGFRB, FBN1
COL5A1, CXCR4, EPAST, FBN2, COL15A1, FOXP1 genleri hub
genler olarak 6ne ¢ikmustir. Yapilan calismalarda SOX2,
PTCH1, FOXP1, CAMTA1 genleri miR-9-5p'nin proliferasyon,
stemness, kemorezistansta etkili genler olarak ortaya
ctkmustir. Calismamizda buldugumuz dne ¢ikan yeni genler
daha 6nce calisiimamis ilk kez dnerilmektedir (13-16). Gen

ontoloji analizlerinde ise hiicre disi matrikste dnemli genler
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zenginlesmistir. Hsa-miR-4259 ise daha 6nce GBM de
calisiilmamis ilk kez calismamizda 6ne ¢ikan miRNA'lar
arasinda  ¢gkmistir.  Hsa-miR-4259  Yanhs eslesme
onariminda goérev alan MLH3 ve P53 sinyal yolaginda rol
alan PERP genlerinin dizenlenmesinde rol alarak hucre
¢ogalmasini ve metastazini etkileyebilir, GBM TMZ
direncinde rol oynayabilirve prognostik bir biyobelirteg ve
terap6tik aday olarak hizmet edebilir. Bu calismada
belirlenen  duzensizlesmis  miRNA'lar,  gliomalarn
timorogenezine ve malign ilerlemesine katkida bulunur ve
ileri duzeydeki glioma patolojiksiniflandirmasi ve prognozu
icin kullanish isaretgiler olarak hizmet edebilir. Zhu ve ark.
2015, yaptiklan bir ¢alismada (17) hsa-miR-4632-5p’'nin
ifadesi degisen miRNA'lar arasinda oldugunu gostermistir.
Bu calismada belirlenen duzensizlesmis miRNA'lar,
gliomalarin timd&rogenezine ve malignilerlemesine katkida
bulunacagi ve ileri dlzeydeki glioma patolojik
siniflandirmasi ve prognozu igin kullanisli isaretciler olarak
hizmet edebilecegi ¢nerilmistir. Hsa-miR-4632-5p’nin GBM
TMZ direncinde rol oynadigini gdsteren bir calisma

bulunmamaktadir.

ifadesi artan miRNA'lardan hsa-miR-106b-5p Shi ve ark.,
2022 de (18) yaptiklan calismada da calismamiza benzer
sekilde ifadesi artan miRNA'lar arasinda cikmistir.
Glioblastoma  kék  hucrelerinin  serum  kaynakh
farklilasmasinin, bu kiimeye ait miRNA'larin ekspresyon
seviyelerini azalttigl daha 6nce gosterilmistir (19). Brett ve
ark., 2011 yetiskin fare néronal kdk/progenitér hucrelerinde
miR-106b~25 kiUmesinin tamaminin ekspresyonunun,
bunlarin yeni ndronlar Uretme yeteneklerini arttirdigini
gostermistir (20). CD44+ mide kanseri kok benzeri
hucrelerinde, kimenin tamami dnemli 61¢tde yukarn dogru
dizenlenmistir ve miR-106b'nin inhibisyonu, TGF-3/Smad
sinyal yolunun baskilanmasi yoluyla kendini yenileme
kapasitesinin ve hucre istilasinin azalmasina yol agmistir
(20). Calismamizda yapilan entegre analiz sonucunda
CCND1, ESR1, CAV1, PIK3R1 SQSTM1, MMP2, BECNT,
PDGFRA2 ve STK11 genlerinin duzenlenmesinde rol
almaktadir. hsa-miR-17-5p ise en duzensiz miRNA olup
GBM'de bilinen bir onko-miRNA'dir (21). Diger calismalarla
tutarli olarak miR-17-5p, GSC proliferasyonunuuyardigiigin
GSC'lerde yuksek oranda eksprese edilmistir (22-24).
GBM'de miR-17-92 kimesi yUksek oranda eksprese edilirve
kot prognozlailiskilidir (21). Dizenledigihub genlerise KIT,
CCDNT1, PIK3R1, ETS1, PAK4, SOS2, CLTC, CBFB, ABI2 ve NF2

genleri olarak dne ¢cikmistir. TMZ direncinde rol oynadiklari
onerilmektedir. Son olarak ifadesi artan bir diger miRNA
hsa-miR-193b-3p’dir. hsa-miR-193b-3p'nin, glioma ve
kolorektal kanserde daha yuksek ekspresyonunun
kesfedilmesine ragmen bir tGmoér baskilayic oldugu
gorulmektedir  (25-26)

ekspresyon seviyeleri prostat, akciger, pankreas, mide ve

Hsa-miR-193b'nin  azalmis

karaciger kanserlerinin yani sira kanser hucrelerinin
proliferasyonu, migrasyonu, invazivligi veya metastazi
Uzerinde inhibe edici bir etki gosterdigi melanomda da
gozlenmistir  (27-29). Calismamizda hsa-miR-193b'nin
ifadesinin arttigi ve o&zellikle hicre canliigi hem de
cogalmasi  Uzerinde etkili yolaklarda zenginlestigi

gorulmustur.

SONUC

TMZ, DNA'nin alkalilestirici bir maddesidir ve erken insan
glioma gelisimi olasiligini azaltir. GBM'yi tedavi etmek icin
olasi bir ilagtir, ancak ginimuzde TMZ kullanmanin
hastalarin ilaca direng gelistirmesi gibi bir dezavantaj
vardir. Bu nedenle, ilag direncinde yer alan &énemli
duzenleyicilerinve dlizenleyici streglerin tutarl bir sekilde
anlasilmasi  6nemlidir.  Bu  ¢alisma, mRNA'larin
ekspresyonunu duzenleyen miRNA'larin dnemini ortaya
koymaktadir. BumRNA'lar, kanser hiicrelerininislevinde ve

ilaca direncli hale gelmesinde 6nemli rol oynamaktadirlar.

Etik: Metodolojik olarak bu c¢alisma etik kurul onayi
gerektirmemektedir.
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