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Öz: MikroRNA (miRNA) ekspresyonlarının belirlenmesinde RT-qPCR, mikroarray platformları ve miRNA dizileme en 
yaygın kullanılan tekniklerdir. Tüm bu tekniklerin kullanıldığı çalışmalarda en önemli hususlardan biri verilerin uygun 
normalizasyon yöntemi ile normalize edilmesidir. Normalizasyon ile biyolojik ve teknik varyasyonların sonuçlar üzerine 
olan etkisinin elimine edilmesi amaçlanmaktadır. MiRNA ekspresyonu çalışmalarında, farklı tekniklerden elde edilen 
verilerin normalizasyonunda kullanılan çok sayıda normalizasyon yaklaşımı kullanılmaktadır. Bu derlemede, miRNA 
ekspresyonu çalışmalarında en yaygın kullanılan normalizasyon yaklaşımları hakkında bilgiler özetlenmiştir. 
Anahtar kelimeler: Mikroarray, mikroRNA, miRNA dizileme, normalizasyon, RT-qPCR  
 
Commonly Used Normalization Approaches in MicroRNA Expression Profiling 
Abstract: RT-qPCR, microarray platforms and miRNA sequencing are the most common techniques used to determi-
ne microRNA (miRNA) expressions. One of the most important issues in studies these techniques are used is the nor-
malization of the data by using appropriate normalization method. The purpose of normalization is to eliminate the ef-
fects of biological and technical variations on study results. Numerous normalization approaches are used for normali-
zation of data obtained from different techniques in miRNA expression studies. In this review, information about the 
most commonly used normalization approaches in miRNA expression studies is summarized. 
Keywords: Microarray, microRNA, miRNA sequencing, normalization, RT-qPCR  

Giriş 

miRNA’lar; yaklaşık 18-22 nükleotid uzunluğunda, 
gen ekspresyonlarının transkripsiyon sonrası baskı-
lanmasında rol oynayan ve kodlama yapmayan RNA 
sınıfına dahil olan RNA’lardır (Faraldi ve ark., 2018). 
MiRNA’lar hedef genlerin ekspresyonunu düzenleye-
rek önemli biyolojik yolaklarda etkili olmaktadır 
(Qureshi ve Sacan, 2013; Sidekli ve Korkmaz Ağaoğ-
lu, 2019). Ayrıca, miRNA’ların değişen ekspresyon 
düzeyleri kanser ve bazı önemli patolojik olaylarla da 
ilişkili olabilmektedir (Heneghan ve ark., 2010; Lange 
ve ark., 2017). MiRNA gen ekpresyonlarının belirlen-
mesinde gerçek zamanlı kantitatif polimeraz zincir 
reaksiyonu (real time quantitative polymerase chain 
reaction; RT-qPCR), miRNA mikroarray platformları 
ve miRNA dizileme tekniklerinden yararlanılmaktadır 
(Saliminejad ve ark., 2019). Bu tekniklerden elde 
edilen sonuçların güvenilir olabilmesi için uygun nor-
malizasyon yaklaşımı ile verilerin normalize edilmesi 
gerekmektedir. Normalizasyon, biyolojik varyasyonla-
rın ve deneysel uygulamalar sırasında oluşan farklı-
lıkların sonuçlara olan etkisini en az düzeye indirge-

mek için gereklidir (Bustin ve ark., 2009). Bu nedenle; 
gen ekspresyonu çalışmalarında normalizasyon ama-
cıyla çok sayıda yaklaşım geliştirilmiştir (Livak ve 
Schmittgen, 2001; Qureshi ve Sacan; 2013; Tam ve 
ark., 2015). Bu yaklaşımlardan bazıları kullanılan 
moleküler tekniğe özeldir (Livak ve Schmittgen, 2001; 
López-Romero ve ark., 2010; Robinson ve ark., 
2010). Bazı normalizasyon yaklaşımları ise, birden 
fazla teknikte bazı modifikasyonlarla kullanılabilmek-
tedir (Bolstad ve ark., 2003; Ritchie ve ark., 2015; 
Tam ve ark., 2015).  Bu derlemede, miRNA gen 
ekspresyonu çalışmalarında kullanılan moleküler 
teknikler ve normalizasyon yaklaşımları hakkında 
bilgiler verilmiştir.  

miRNA’ların biyogenezi 

miRNA’lar kodlama yapmayan RNA’lardır. Bu sınıfta-
ki RNA’lar gen ekspresyonlarının transkripsiyon son-
rası düzenlenmesinde rol oynamaktadır (Faraldi ve 
ark., 2018). Biyogenezde ilk olarak; miRNA gen böl-
gesi RNA polimeraz II enzimi tarafından transkripsi-
yona uğramakta ve stem-loop (gövde ilmek) yapıda 
primer transkript (pri-miRNA) sentezlenmektedir. Pri-
miRNA’lar; çekirdekte bulunan Drosha enzimi ve 
onun kofaktörü (DiGeorge kritik sendrom bölgesi 8; 
DiGeorge syndrome critical region 8; DGCR8) tara-
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fından kesilerek, yaklaşık 60 baz uzunluğunda pre-
kürsör-miRNA'ya (precursor-miRNA; pre-miRNA) 
dönüştürülmektedir (Lee ve ark., 2003; Faraldi ve 
ark., 2018). Oluşan miRNA’lar çekirdek porlarından 
sitoplazmaya, Eksportin 5-Ran-GTP kompleksi aracı-
lığıyla taşınmaktadır (Lund ve ark., 2004). Stoplaz-
maya taşınan pre-miRNA’lar, Dicer enzimi tarafından 
kesilerek yaklaşık 22 nükleotit uzunluğundaki çift 
zincirli (double-stranded RNA; dsRNA) miRNA’lara 
dönüştürülmektedir (Faraldi ve ark., 2018). Oluşan 
dsRNA’lar; helikaz enzimi tarafından tek zincirli hale 
dönüştürülmektedir. Olgun miRNA stem-loop yapısı-
nın 5’ kolundan sentezlenirse “5p”, 3’ kolundan sen-
tezlenirse “3p” ifadesi miRNA isminin sonuna eklen-
mektedir. Tek zincir yapıdaki olgun miRNA’lar; RNA 
ile uyarılan susturma kompleksine (RNA induced 
silencing complex; RISC) bağlanmaktadır. RISC; 
Dicer proteini ve mRNA'yı hedef alan argonat-2 
(AGO2) proteininden oluşmaktadır (Faraldi ve ark., 
2018). RISC; tam anlamıyla bir eşleşme olması duru-
munda mRNA’yı parçalamaktadır. Kısmi bir eşleşme 
olması durumunda ise RISC; hedef mRNA'nın tran-
lasyonunu baskılamaktadır (Qureshi ve Sacan, 
2013). MiRNA’ların hedef mRNA’larla eşleşmesi ço-
ğunlukla; 5’ uçta yer alan 2-8 baz uzunluğundaki çe-
kirdek (seed) dizilerin eşleşmesiyle olmaktadır. Bu 
çekirdek dizilerin birden fazla genin mRNA'sı ile eşle-
şebilmesi nedeniyle tek bir miRNA çok sayıda genin 
ekspresyonunu etkileyebilmektedir (Hammond, 
2015). 

miRNA ekspresyonu analiz yöntemleri 

1- RT-qPCR 

RT-qPCR miRNA gen ekspresyon düzeylerinin belir-
lenmesinde yaygın olarak kullanılan bir tekniktir 
(Mestdagh ve ark., 2009; Sidekli ve Korkmaz Ağaoğ-
lu, 2021). MiRNA’ların az sayıda nükleotid içermeleri; 
miRNA’ların izolasyonu, kalite ve kantite kontrolleri, 
komplementer DNA (complementary DNA; cDNA) 
sentezi ve PCR reaksiyonu gibi aşamalarında farklı 
yaklaşımların ele alınmasına neden olmuştur 

(Redshaw ve ark., 2013; Schwarzenbach ve ark., 
2015; Sidekli ve Ağaoğlu, 2021). RT-qPCR tekniğin-
de, özgün olmayan floresan boyalar veya özgün prob 
dizaynı ile miRNA’ların kantifikasyonu gerçekleştiril-
mektedir. RT-qPCR reaksiyonu sonrası elde edilen 
veriler, hedef bölgenin yükseltgenmesiyle açığa çıkan 
floresan ışımanın tespit edilebildiği siklus eşik değer-
leridir (cycle threshold; Ct). MiRNA çalışmalarında 
35’ten küçük Ct değerleri dikkate alınmaktadır. Bunun 
sebebi tek bir miRNA kopyası olması durumunda 
dahi floresan sinyalinin en fazla 35. PCR siklusunda 
tespit edilebilir düzeye ulaşmasıdır (Mestadgh ve 
ark., 2009). Elde edilen ham Ct değerleri referans 
(housekeeping) genlerin kullanımı (Izumi ve ark., 
2012) veya diğer normalizasyon yaklaşımları ile nor-
malize edilerek verilerin istatistiksel analizi gerçekleş-
tirilmektedir (Mestdagh ve ark., 2009; Qureshi ve 
Sacan, 2013). 

2- Mikroarray platformları 

Gen ekspresyonu çalışmalarında, cDNA mikroarray 
platformları ve oligonükleotid mikroarray platformları 
olmak üzere iki farklı mikroarray platformu kullanıl-
maktadır (Mandruzzato, 2007). Gen ekspresyonu 
çalışmalarında kullanılan mikroarray platformları DNA 
array, DNA çip, biyo çip ve gen çip olarak da isimlen-
dirilmektedir (Gershon, 2002). Bu mikroarray plat-
formları belirli bir hücre veya doku örneğinde ekspre-
se olan çok sayıda genin ekspresyon düzeyinin belir-
lenmesine olanak tanımaktadır. Microarray platform-
larında çapı 200 μm’den küçük olan binlerce gözenek 
bulunmaktadır. Bu gözenekler cDNA veya oligonükle-
otid problarını içermektedir ve özel lazer tarayıcılarla 
okunmaktadır (Gershon, 2002). Mikroarray platform-
larında tarayıcı tarafından okunan floresan ışıma 
değerleri farklı normalizasyon yaklaşımları ile norma-
lize edildikten sonra gen ekspresyon değişimleri ana-
liz edilmektedir. MiRNA mikroarray platformalarının 
en büyük dezavantajı inceleme de yüksek miktarda 
RNA örneğine ihtiyaç duyulmasıdır. Prob sinyallerinin 
güvenilir bir şekilde değerlendirilebilmesi için yaklaşık 
10 μg total RNA örneğine ihtiyaç duyulduğu belirtil-
mektedir (Mandruzzato, 2007).  

3- miRNA dizileme tekniği 

MiRNA dizileme (miRNA sequencing; miRNA-seq), 
yeni nesil sekanslama temelli bir yaklaşımdır. Bu 
yaklaşımda analiz, diğer yöntemlerden farklı olarak 
genellikle zenginleştirilmiş miRNA’lar ile gerçekleştiril-
mektedir (Saliminejad ve ark., 2019). Bu yöntem pa-
halı bir yöntem olmasının yanısıra veri analizi ve yo-
rumlamasındaki zorluklar nedeniyle bazı dezavantaj-
ları bulunmaktadır (Pritchard ve ark., 2012). Ancak 
yeni nesil sekanslama platformlarının sayısının art-
ması bu yöntemin maliyetinin düşmesini ve miRNA 
ekspresyon profillerinin değerlendirilmesinde miRNA-
seq tekniğinin daha yaygın kullanımını mümkün hale 
getirmektedir (Tam ve ark., 2015). MiRNA dizileme 

Şekil 1. miRNA’ların biyogenezi. Şekil, Servier Medi-
cal Art görselleri kullanılarak hazırlanmıştır (https://
smart.servier.com). 
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platformlarında genel analiz şeması; kısa okumaların 
belirlenmesi, düşük kaliteli okumaların ve adaptör 
dizilerinin filtrelenmesi, filtrelenen dizilerin bir referans 
dizi ile tespit edilmesi (bu aşamada miRBase veya 
genom veri tabanlarından yararlanılmaktadır), miRNA 
ekspresyon düzeyinin belirlenmesi, verilerin normali-
ze edilmesi ve miRNA biyolojik fonksiyonlarına ilişkin 
analizlerin gerçekleştirilmesi aşamalarından oluşmak-
tadır (Tam ve ark., 2015). MiRNA dizileme yeni miR-
NA’larının keşfinin yanısıra (Metpally ve ark., 2013), 
miRNA mutasyonlarının tespitine de olanak tanımak-
tadır (Pritchard ve ark., 2012). 

RT-qPCR verilerinin normalizasyonu 

RT-qPCR çalışmalarında; örnek toplama ve hazırlan-
ması, RNA izolasyonu, PCR etkinliği ve ters transk-
ripsiyon reaksiyonu sırasındaki farklılıklar ve hatalar 
sonuçların güvenilirliği açısından risk teşkil etmekte-
dir. Bu hataları en az düzeye indirgemek için uygun 
bir normalizasyon metodu ile elde edilen verilerin 
normalize edilmesi gerekmektedir (Bustin ve ark., 
2009). Veri normalizasyonu sadece mRNA'lar değil, 
miRNA gen ekspresyonu çalışmalarında da gereklidir 
(Meyer ve ark., 2010). MiRNA RT-qPCR verilerinin 
normalizasyonunda farklı yaklaşımlar kullanılmaktadır 
(Livak ve Schmittgen, 2001; Mestdagh ve ark., 2009; 
Qureshi ve Sacan, 2013). 

Referans genler ile normalizasyon 

RT-qPCR çalışmalarında normalizasyon amacıyla 
referans genlerin kullanımı altın standart olarak kabul 
edilmektedir (Faraldi ve ark., 2018). İdeal bir referans 
genin farklı dokularda, patolojik koşullarda, hücre 
döngüsü aşamalarında ve fizyolojik süreçlerde eksp-
resyonunun stabil olması sahip olması istenmektedir 
(Dheda ve ark., 2005). RT-qPCR çalışmalarında kul-
lanılan referans genler genel olarak temel hücresel 
fonksiyonların sürdürülebilmesi için gerekli olan, fiz-
yolojik ve patolojik koşullarda ekspresyonu stabil olan 
genlerdir (Zhu ve ark., 2008). MiRNA RT-qPCR veri-
lerinin normalizasyonunda da referans gen yaklaşımı 
yaygın olarak kullanılmaktadır (Schwarzenbach ve 
ark., 2015). RT-qPCR çalışmalarında normalizasyon 
işleminden önce çalışılan dokuda referans gen aday-
larının stabilitesi farklı bilgisayar programları ile de-
ğerlendirilmektedir (Korkmaz Ağaoğlu ve Sidekli, 
2020; Mestdagh ve ark., 2009; Qureshi ve Sacan, 
2013). Bu amaçla en yaygın olarak kullanılan prog-
ramlar; geNorm, NormFinder ve BestKeeper prog-
ramlarıdır (Faraldi ve ark., 2018). MiRNA çalışmala-
rında çalışılan dokuda belirlenen en stabil olan refe-
rans genler ile verilerin normalizasyonu yoluna gidil-
mektedir (Faraldi ve ark., 2018; Inyawilert ve ark., 
2015; Zhang ve ark., 2017). 

MiRNA RT-qPCR verilerinin normalizasyonunda en-
dojen referans genler veya sentetik spike-in miR-
NA’lar kullanılmaktadır. Normalizasyon amacıyla en 
yaygın kullanılan endojen referans genler; miR-93, 

miR-425 (Zalewski ve ark., 2017), miR-191 (Zheng 
ve ark., 2013), miR-320, miR-16 (Schwarzenbach ve 
ark., 2015), miR-221, miR-26a (Zhu ve ark., 2012), 
küçük kodlama yapmayan RNA genleri (RNU6, 
RNU43, RNU44, RNU48) (Inyawilert ve ark., 2015; 
Donati ve ark., 2019) ve ribozomal RNA genleridir 
(5S rRNA ve 18S rRNA) (Montenegro ve ark., 2009; 
Zhang ve ark., 2017). Yaygın olarak kullanılan spike-
in miRNA’lar ise; Coehabtidis Elegans (cel) miR-39, 
cel-miR-54, cel-miR-238’dir (Izumi ve ark., 2012). 

RT-qPCR çalışmalarında genlerin mutlak (absolute) 
ve relatif (relative) ekspresyon düzeyleri belirlenmek-
tedir. Ancak, RT-qPCR çalışmalarının çoğunda gen-
lerin relatif ekspresyon düzeyi saptanmaktadır 
(Schwarzenbach ve ark., 2015). Relatif ekspresyon 
düzeyi deneysel bir gruptaki hedef bölgenin PCR 
sinyalinin, kontrol grubundaki PCR sinyaline kıyasla-
ması ile belirlenebilmektedir (Livak ve Schmittgen, 
2001). Livak ve Schmittgen (2001) tarafından geliştiri-
len delta delta Ct (ΔΔCt) matematiksel modeli genle-
rin relatif ekspresyon düzeylerinin belirlenmesinde en 
yaygın kullanılan modeldir. Bu modelde relatif eksp-
resyon; ΔCt = Ct (hedef gen) – Ct (referans gen), 
ΔΔCt = ΔCt (çalışma grubu) - ΔCt (kontrol grubu) 
formülü ile belirlenmektedir. Çalışılan bir genin kont-
rol grubuna kıyasla ekspresyon düzeyinin değişimi 
ise kat değişimi (fold change; FC) olarak isimlendiril-
mektedir. Bir genin ekspresyon düzeyi değişimi; FC = 
2-ΔΔCt formulasyonu ile hesaplanmaktadır (Livak ve 
Schmittgen, 2001). MiRNA gen ekspresyonlarının 
araştırıldığı çalışmalarda bu matematiksel model 
sıklıkla kullanılmaktadır (Inyawilert ve ark., 2015; 
Zhang ve ark., 2017). 

Global ortalama normalizasyonu 

MiRNA RT-qPCR verilerinin normalizasyonunda kul-
lanılan diğer bir yöntem; global ortalama normalizas-
yon (global mean normalization) yöntemidir. Bu yön-
temde, bir örnek içerisindeki tüm genlerin Ct değerleri 
ortalaması endojen kontrol olarak kullanılmaktadır. 
ΔCt değeri, genlerin Ct değerlerinin bu ortalama Ct 
değerinden çıkarılmasıyla elde edilmektedir 
(Mestdagh ve ark., 2009). Global ortalama yaklaşı-
mında yüksek Ct değerlerine sahip genler olması 
durumunda varyasyonun artacağı ve örnek içerisinde 
çok düşük miktarlarda bulunan miRNA’ların kantifi-
kasyonunda güvenilir olmadığı belirtilmektedir 
(Qureshi ve Sacan, 2013). 

Ağırlıklı ortalama normalizasyonu 

Ağırlıklı ortalama (weighted mean) normalizasyonu 
Ct varyasyonlarını da normalizasyona dahil eden bir 
yaklaşımdır. Bu yaklaşımda, tüm örneklerde bir genin 
Ct değerinin standart sapmasının tersi alınarak ağır-
lıklı ortalama gücü (weighted mean power; wmp) 
hesaplanmaktadır. Bu değer tüm genler için standart 
sapma değerlerinin tersinin toplamına bölünmektedir. 
Bu değer ile bir örnekteki tüm ham Ct değerlerinin 
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toplamı çarpılarak Ct0 değeri hesaplanmaktadır. Ct0 

değeri;  

Ct0 =  

 

 formulasyonuna göre belirlenmektedir (Qureshi ve 
Sacan, 2013). ΔCt değeri ise, her bir genin Ct değe-
rinden Ct0 değerinin çıkarılmasıyla hesaplanmaktadır. 
Bu yöntemin, standart sapma değeri düşük olan gen-
lerin normalizasyondaki ağırlığını artırdığı ifade edil-
mektedir. Ayrıca düşük ve yüksek ekspresyon düze-
yine sahip miRNA’ların kantifikasyonunda normali-
zasyon amacıyla kullanılabileceği bildirilmiştir 
(Qureshi ve Sacan, 2013). 

Mikroarray verilerinin normalizasyonu 

Mikroarray platformlarında; RNA örneklerinin hazır-
lanması, floresan işaretleme, hibridizasyon, yıkama 
aşamasındaki uygulamalar ve bazı teknik problemler 
sonuçlarda farklılıklara neden olabilmektedir (Meyer 
ve ark., 2010). Bu nedenle, miRNA mikroarray verile-
rindeki bu farklılıkları en az düzeye indirgemek için 
veriler normalize edilerek sonuçlar değerlendirilmek-
tedir. Bu amaçla yaygın kullanılan normalizasyon 
yaklaşımları; toplam gen sinyali, üst çeyrek normali-
zasyonu, kuantil normalizasyon, medyan normalizas-
yonu, RMA (robust microarray algorithm) ve siklik 
loess (cyclic locally estimated scatterplot smoothing 
veya cyclic local regression) yaklaşımıdır. 

Toplam gen sinyali 

Oligonükleotid problarında genelde her bir miRNA’nın 
birkaç farklı kopyası bulunmaktadır. Agilent mikroar-
ray platformlarında bu birkaç kopyanın floresan sin-
yallerinin ortalaması alınarak toplam gen sinyali de-
ğeri (total gene signal; TGS) hesaplanmaktadır 
(López-Romero ve ark., 2010). Oligonükleotid mikro-
array platformlarındaki prob hücreleri, iki farklı oligo-
nükleotid probu (perfect match; PM; mis-match; MM) 
içermektedir. Aynı hücredeki bu iki farklı prob sadece 
bir baz farklılığa (13. baz) sahiptir (Mandruzzato, 
2007). TGS, PM floresan sinyali değerinin MM flore-
san sinyali değerinden çıkarılması ile hesaplanmakta-
dır. Hesaplanan bu TGS direkt olarak istatistiksel 
analizde kullanılabilmektedir (López-Romero ve ark., 
2010). Ancak bu değer bazı miRNA problarında MM 
floresan sinyalinin PM floresan sinyalinden yüksek 
olması nedeniyle negatif değer alabilmektedir. Böyle 
durumda, minimum TGS değerinin eklenmesiyle ne-
gatif değerler pozitif hale gelmektedir. Bu aşamadan 
sonra elde edilen veriler log2 tabanında değerlere 
dönüştürülerek değerlendirilmektedir (López-Romero 
ve ark., 2010). 

Üst çeyrek normalizasyonu 

Bu yöntemde TGS değerlerindeki 75. yüzdelik değer 

(75th percentile) baz alınarak normalizasyon gerçek-
leştirilmektedir. MiRNA mikroarray platformalarının 
kullanıldığı çalışmalarda 75. yüzdelik değer üst çey-
rek (upper quartile) veya üçüncü çeyrek (third quarti-
le; Q3) olarak da isimlendirilmektedir (Pradervand ve 
ark., 2009). Her bir miRNA için elde edilen TGS sin-
yallerinin bu değere bölünmesiyle veriler normalize 
edilmektedir. Normalizasyon sonrası veriler log2 ta-
banına dönüştürülerek sonuçlar değerlendirilmekte-
dir. Bu yaklaşımın normalize edilmemiş TGS yaklaşı-
mına kıyasla, verilerin standart sapma değerini azalt-
tığı ve sonuçlarının güvenilirliğini artırdığı ifade edil-
mektedir (Pradevand ve ark., 2009; López-Romero 
ve ark., 2010). 

Kuantil normalizasyon 

Kuantil normalizasyonda tüm mikroarray platformun-
da prob floresan sinyal yoğunluğunun değişmeyeceği 
varsayılmaktadır. Bu nedenle elde edilen floresan 
sinyal yoğunlukları kuantil normalizasyon yöntemiyle 
eşitlenerek elde edilen yeni veriler istatiksel analizde 
kullanılmaktadır (Bolstad ve ark., 2003; Meyer ve 
ark., 2010). Normalizasyon yapılırken; p sayıda miR-
NA ve n sayıda örneğin floresan sinyali verilerini içe-
ren X matriksi (p x n) oluşturulur (Rao ve ark., 2008). 
Bu matrikste her örnek için sıralama en küçükten en 
büyüğe doğru gerçekleştirilmektedir. Birinci sırada 
yer alan floresan sinyali en küçük floresan sinyalidir 
(Ballman ve ark., 2004). Daha sonra X matriksinin 
her satırında yer alan değerlerin ortalaması alınarak 
yeni değerler oluşturulur ki bu değerlerin tüm örnek-
lerde aynı olduğu kabul edilir (Rao ve ark., 2008). 
Kuantil normalizasyon işlemi, Bioconductor gibi R 
programlama ile aynı dili kullanan bilgisayar program-
ları ile gerçekleştirilebilmektedir (Liu ve ark., 2008). 
Diğer normalizasyon yöntemleri ile kıyaslandığında 
bu yöntemde normalizasyonun daha hızlı yapılabildiği 
ifade edilmektedir (Ballman ve ark., 2004). 

Medyan normalizasyonu 

Medyan normalizasyon yönteminde; p sayıda miRNA 
ve n sayıda örneğin floresan sinyali verilerini p x n 
matriksi oluşturulmaktadır. Bu matrikste yer alan her 
kolondaki medyan değerleri alınarak n-boyutlu med-
yan vektörü M oluşturulmaktadır. Daha sonra bu M 
vektöründe de medyan değeri (overall median) belir-
lenmektedir. M vektörü medyan değeri ile her örneğin 
medyan değeri arasındaki fark belirlenmekte ve bu 
fark miRNA’nın ekspresyon değerinden çıkartılarak 
veriler normalize edilmektedir (Rao ve ark., 2008). 
Ancak, medyan normalizasyon yaklaşımının miRNA 
ekspresyonlarındaki global değişimlerin belirlenme-
sinde yetersiz kaldığı ifade edilmektedir (Wu ve ark., 
2013).  

RMA 

Oligonükleotid temelli mikroarray platformlarından 
elde edilen verilerin normalizasyonu amacıyla kullanı-
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lan RMA algoritması, genlerin ekspresyon seviyeleri-
nin daha kesin bir şekilde tespit edilmesine olanak 
tanımaktadır (Wu ve ark., 2013). Genellikle Affymetrix 
GeneChip mikroarray platformlarında kullanılan stan-
dart bu algoritmada, elde edilen anormal değerler 
çıkarılmakta ve sadece pozitif sinyal değerleri dikkate 
alınmaktadır (Irizarry ve ark., 2003). RMA algoritma-
sındaki son adımda veriler kuantil normalizasyon 
yöntemi ile normalize edilmektedir (Bolstad ve ark., 
2003; Wu ve ark., 2013). Bu algoritmanın aynı za-
manda Agilent mikroarray platformlarından elde edi-
len TGS verilerinin arka plan sinyallerinin düzeltilmesi 
amacıyla kullanılabileceği bildirilmektedir (López-
Romero ve ark., 2010). 

Siklik loess 

MiRNA mikroarray verilerinin normalizasyonunda 
kullanılan diğer yöntem ise, siklik loess yöntemidir 
(Rao ve ark., 2008). Bu yöntemde ilk olarak iki farklı 
örnek seçilerek MA plotu (M versus A plot) verisi 
oluşturulmaktadır. Bu plotta M; bir miRNA probu için 
iki örneğin ekspresyon değerleri arasındaki farktır. A 
ise iki ekspresyon değerinin ortalamasıdır. Her prob 
için oluşturulan M ve A değerleri regresyonu ile bir 
eğrisi oluşturulur (Rao ve ark., 2008).  Bu eğriden 
elde edilen düzeltme faktörü ile verilerin normalizas-
yonu gerçekleştirilmektedir (Rao ve ark., 2008; Ball-
man ve ark., 2004). Tüm problar için bu ikili işlem 
yapılarak analiz tamamlanmaktadır. Ancak siklik lo-
ess yönteminde aynı anda iki örnek için normalizas-
yon gerçekleştirilmektedir. Bu nedenle normalizasyon 
işleminin nispeten daha uzun süre aldığı ifade edil-
mektedir (Ballman ve ark., 2004). 

miRNA dizileme verilerinin normalizasyonu 

MiRNA dizileme tekniğinde gerekli filtrelemeler yapıl-
dıktan sonra iyi kalitedeki okumalarla miRNA dizileri 
ilgili veri tabanları ile tespit edilmektedir. Okuma son-
rası elde edilen veriler, miRNA’ların toplam okuma 
sayılarıdır. Bu nedenle veri normalizasyonu temelde 
miRNA okuma sayıları ile gerçekleştirilmektedir (Tam 
ve ark., 2015). MiRNA dizileme verilerinin normali-
zasyonunda farklı yöntemler kullanılmaktadır. Bu 
amaçla yaygın olarak kullanılan yöntemler; milyon 
başına düşen okuma sayısı (counts per million; CPM 
veya read per million; RPM), toplam sayı normalizas-
yonu, medyan normalizasyonu, üst çeyrek normali-
zasyonu, M’in budanmış ortalaması (trimmed mean 
of M; TMM) ve kuantil normalizasyon ve DEseq2 
yöntemleridir. 

CPM 

CPM, miRNA dizileme verilerinin normalizasyonunda 
kullanılan en basit yöntemdir. Bu yöntemde normali-
zasyon, karşılaştırılan örnekler arasında; bir miR-
NA’nın toplam okuma sayısının toplam okuma sayısı-
na bölünmesi ve elde edilen değerin 1 x 106 ile çarpıl-
ması ile hesaplanmaktadır.  Bu yaklaşımda, toplam 

okuma sayısının 106’ya göre orantılanmasıyla, miR-
NA okuma sayıları tekrar hesaplanmaktadır (Tam ve 
ark., 2010). Bu sayede, okuma sayısı bir milyondan 
fazla veya az olsa dahi, milyon başına düşen miRNA 
okuma sayısı dikkate alınmaktadır. Daha sonra veri-
ler log2 tabanındaki değere dönüştürülerek analiz 
gerçekleştirilmektedir (Robinson ve ark., 2010; Tam 
ve ark., 2015). 

Toplam sayı normalizasyonu 

Toplam sayı normalizasyonunda (total count; TC) her 
örnekte bir miRNA’nın toplam okuma sayısı örnekteki 
tüm okumaların sayısına bölünerek hesaplanmakta-
dır. Tüm örnekler için bu hesaplama yapılmaktadır. 
Daha sonra elde edilen değer log2 tabanındaki değe-
re dönüştürülmektedir (Dillies ve ark., 2013). Ancak 
miRNA dizileme verilerinin normalizasyonunda kulla-
nılan TC ve CPM yaklaşımlarında varyasyonun yük-
sek olduğu bu nedenle bu iki yaklaşımın güvenilirliği-
nin diğer yöntemlere kıyasla düşük olduğu bildirilmiş-
tir (Tam ve ark., 2015). 

Medyan normalizasyonu 

Medyan normalizasyonunda, bir miRNA’nın okuma 
sayısı, tüm örneklerdeki okumaların median değerine 
bölünmesi ve 1 x 106 ile çarpılmasıyla veriler normali-
ze edilmektedir. Normalizasyon sonrası elde edilen 
değer log2 tabanına dönüştürülerek analiz gerçekleş-
tirilmektedir (Dillies ve ark., 2013). 

Üst çeyrek normalizasyonu 

Üst çeyrek normalizasyonunda; bir genin toplam oku-
ma sayısı, her örnekteki 75. yüzdelikteki okuma sayı-
sına bölünerek verilerin normalizasyonu gerçekleşti-
rilmektedir. Bu normalizasyon işlemi Bioconductor 
programında EdgeR package ile gerçekleştirilebil-
mektedir (Robinson ve ark., 2010; Tam ve ark., 
2015). 

Kuantil normalizasyon 

Kuantil normalizasyonda çoğu miRNA’nın ekspres-
yon seviyesinin değişmediği varsayılmaktadır. Mikro-
array verilerinin kuantil normalizasyonu ile benzer 
olan bu yaklaşımda, normalizasyon işleminde miRNA 
okuma sayıları kullanılmakta ve tüm örneklerde gen-
lerin çoğunun ekspresyon düzeyi dağılımının benzer 
olduğu kabul edilmektedir (Bolstad ve ark., 2003; 
Tam ve ark., 2015). Bu analiz Bioconductor Limma 
paketi ile gerçekleştirilebilmektedir (Ritchie ve ark., 
2015). 

TMM 

MiRNA dizileme tekniğinde genellikle örneklerdeki 
RNA miktarı göz ardı edilmektedir. RNA miktarının 
örnekler arasında farklı olması, okuma sayılarının 
farklı olmasına neden olmaktadır. Öyle ki; analiz so-
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nucunda bir miRNA’nın ekspresyon düzeyinin değiş-
mediği tespit edilse bile, bu durumun örneklerdeki 
RNA miktarı farklılığından kaynaklanabileceği belirtil-
mektedir (Tam ve ark., 2015). TMM normalizasyon 
yöntemi ile RNA miktarından kaynaklanan varyasyo-
nun önüne geçilmesi amaçlanmaktadır. TMM yönte-
minde normalizasyon işlemi; genlerin okuma sayıları 
ve toplam okuma sayıları ile hesaplanan M ve A de-
ğerlerinin belirli bir oranda budanmasıyla gerçekleşti-
rilmektedir (Robinson ve Oshlack, 2010). Budama 
oranı yapılan çalışmaya göre %5-%30 arasında deği-
şiklik gösterebilmektedir (Robinson ve ark., 2010; 
Tam ve ark., 2015). Bu normalizasyon Bioconductor 
EdgeR paketi ile gerçekleştirilebilmektedir (Robinson 
ve ark., 2010). 

DEseq2 

DEseq2 yaklaşımında; bir örnekteki bir miRNA’nın 
okuma sayısı, tüm örneklerdeki tüm genlerin okuma 
sayılarının geometrik ortalamalarına bölünerek veriler 
normalize edilmektedir. Bu normalizasyon işlemi Bio-
conductor DEseq2 paketi ile gerçekleştirilmektedir 
(Love ve ark., 2014). 

Sonuç 

MiRNA ekspresyon profillerinin belirlenmesine yöne-
lik yapılan çalışmalardan yüksek miktarda veri elde 
edilmektedir. Elde edilen bu verilerin normalizyonun-
da çok sayıda yöntem kullanılmaktadır. Referans gen 
yaklaşımı RT-qPCR verilerinin normalizasyonunda en 
yaygın kullanılan yaklaşımdır. MiRNA mikroarray 
platformları ve miRNA dizileme tekniğinde ise kullanı-
lan normalizasyon yaklaşımlarının sayısı nispeten 
daha fazladır ve bu yaklaşımların güvenilirliği yapılan 
çalışmaya göre değişebilmektedir. Bu nedenle, özel-
likle miRNA mikroarray plaformları ve miRNA dizile-
me çalışmalarında veri normalizasyonu hususunda 
fikir birliğinin bulunmadığı söylenebilir. Bu bağlamda, 
miRNA ekspresyonu profillerinin değerlendirilmesi 
amacıyla gerçekleştirilen çalışmalarda uygun norma-
lizasyon yaklaşımlarının belirlenmesi sonuçların gü-
venilirliği açısından önemlidir. Bu sayede, miRNA’la-
rın fizyolojik olaylar, kanser ve diğer patolojik olaylar-
daki rollerinin daha güvenilir bir şekilde belirlenmesi 
mümkün olabilecektir. 
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