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0Oz: MikroRNA (miRNA) ekspresyonlarinin belirlenmesinde RT-qPCR, mikroarray platformlari ve miRNA dizileme en
yaygin kullanilan tekniklerdir. Tim bu tekniklerin kullanildigi galismalarda en énemli hususlardan biri verilerin uygun
normalizasyon yontemi ile normalize edilmesidir. Normalizasyon ile biyolojik ve teknik varyasyonlarin sonuglar tizerine
olan etkisinin elimine edilmesi amaclanmaktadir. MiRNA ekspresyonu calismalarinda, farkl tekniklerden elde edilen
verilerin normalizasyonunda kullanilan ¢ok sayida normalizasyon yaklagimi kullaniimaktadir. Bu derlemede, miRNA
ekspresyonu galismalarinda en yaygin kullanilan normalizasyon yaklasimlari hakkinda bilgiler 6zetlenmisgtir.

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

Girig mek icin gereklidir (Bustin ve ark., 2009). Bu nedenle;
) , . . . gen ekspresyonu galismalarinda normalizasyon ama-
miRNA’lar; yaklasik 18-22 nikleotid uzunlugunda, clyla ¢ok sayida yaklagim gelistiriimistir (Livak ve

gen ekspresyonlarinin transkripsiyon sonrasi baski- Schmittgen, 2001; Qureshi ve Sacan; 2013; Tam ve
lanmasinda rol oynayan ve kodlama yapmayan RNA ark., 2015). Bu yaklagimlardan bazilar kullanilan
sinifina dahil olan RNA'lardir (Faraldi ve ark., 2018).  mojekiiler teknige 6zeldir (Livak ve Schmittgen, 2001;
MiRNA'lar hedef genlerin ekspresyonunu diizenleye- Lépez-Romero ve ark., 2010; Robinson ve ark.,
rek onemli biyolojik yolaklarda etkili olmaktadir 2010). Bazi normalizasyon yaklasimlari ise, birden
(Qureshi ve Sacan, 2013; Sidekli ve Korkmaz Agaog- fazla teknikte bazi modifikasyonlarla kullanilabilmek-
lu, 2019). Ayrica, miRNA'larin degisen ekspresyon  tedir (Bolstad ve ark., 2003; Ritchie ve ark., 2015;
dizeyleri kanser ve bazi 6nemli patolojik olaylarla da Tam ve ark., 2015). Bu derlemede, miRNA gen
iligkili olabilmektedir (Heneghan ve ark., 2010; Lange ekspresyonu calismalarinda kullanilan molekdiler
ve ark., 2017). MiIRNA gen ekpresyonlarinin belirlen-  teknikler ve normalizasyon yaklasimlari hakkinda
mesinde gergek zamanl Kantitatif polimeraz zincir bilgiler verilmistir.

reaksiyonu (real time quantitative polymerase chain

reaction; RT-gPCR), miRNA mikroarray platformlar miRNA’larin biyogenezi

ve miRNA dizileme tekniklerinden yararlaniimaktadir

(Saliminejad ve ark., 2019). Bu tekniklerden elde miRNA'lar kodlama yapmayan RNA'lardir. Bu sinifta-

edilen sonuglarin glivenilir olabilmesi igin uygun nor- ki RNA'lar gen ekspresyonlarinin transkripsiyon son-
malizasyon yaklasimi ile verilerin normalize edilmesi rasi dizenlenmesinde rol oynamaktadir (Faraldi ve
gerekmektedir. Normalizasyon, biyolojik varyasyonla- ark., 2018). Biyogenezde ilk olarak; miRNA gen bol-
rin ve deneysel uygulamalar sirasinda olusan farkli- gesi RNA polimeraz Il enzimi tarafindan transkripsi-
liklarin sonuclara olan etkisini en az diizeye indirge- yona ugramakta ve stem-loop (gdvde ilmek) yapida

primer transkript (pri-miRNA) sentezlenmektedir. Pri-
miRNA’lar; cekirdekte bulunan Drosha enzimi ve
Gelig Tarihi/Submission Date : 31.05.2021 onun kofaktori (DiGeorge kritik sendrom bdlgesi 8;
Kabul Tarihi/Accepted Date  : 06.10.2021 DiGeorge syndrome critical region 8; DGCRS) tara-
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findan kesilerek, yaklasik 60 baz uzunlugunda pre-
kirsor-miRNA'ya  (precursor-miRNA; pre-miRNA)
donusturilmektedir (Lee ve ark., 2003; Faraldi ve
ark., 2018). Olusan miRNA'lar ¢ekirdek porlarindan
sitoplazmaya, Eksportin 5-Ran-GTP kompleksi araci-
hgiyla tasinmaktadir (Lund ve ark., 2004). Stoplaz-
maya taginan pre-miRNA’lar, Dicer enzimi tarafindan
kesilerek yaklasik 22 nikleotit uzunlugundaki cift
zincirli (double-stranded RNA; dsRNA) miRNA’lara
donusturilmektedir (Faraldi ve ark., 2018). Olusan
dsRNA'lar; helikaz enzimi tarafindan tek zincirli hale
donusturilmektedir. Olgun miRNA stem-loop yapisi-
nin 5 kolundan sentezlenirse “5p”, 3’ kolundan sen-
tezlenirse “3p” ifadesi miRNA isminin sonuna eklen-
mektedir. Tek zincir yapidaki olgun miRNA’lar; RNA
ile uyarilan susturma kompleksine (RNA induced
silencing complex; RISC) baglanmaktadir. RISC;
Dicer proteini ve mRNA'yl hedef alan argonat-2
(AGO2) proteininden olugsmaktadir (Faraldi ve ark.,
2018). RISC; tam anlamiyla bir eslesme olmasi duru-
munda mRNA'’yl parcalamaktadir. Kismi bir eslesme
olmasi durumunda ise RISC; hedef mRNA'nin tran-
lasyonunu baskilamaktadir (Qureshi ve Sacan,
2013). MiRNA’larin hedef mRNA’larla eglesmesi ¢o-
gunlukla; 5’ ugta yer alan 2-8 baz uzunlugundaki ge-
kirdek (seed) dizilerin eslesmesiyle olmaktadir. Bu
cekirdek dizilerin birden fazla genin mRNA'sI ile esle-
sebilmesi nedeniyle tek bir miRNA ¢ok sayida genin
ekspresyonunu  etkileyebilmektedir  (Hammond,
2015).
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Sekil 1. miRNA’larin biyogenezi. Sekil, Servier Medi-
cal Art gorselleri kullanilarak hazirlanmistir (https://
smart.servier.com).

miRNA ekspresyonu analiz yéntemleri
1- RT-gPCR

RT-gPCR miRNA gen ekspresyon diizeylerinin belir-
lenmesinde yaygin olarak kullanilan bir tekniktir
(Mestdagh ve ark., 2009; Sidekli ve Korkmaz Agaog-
lu, 2021). MiRNA’larin az sayida nukleotid icermeleri;
miRNA’larin izolasyonu, kalite ve kantite kontrolleri,
komplementer DNA (complementary DNA; cDNA)
sentezi ve PCR reaksiyonu gibi agsamalarinda farkh
yaklagsimlarin ele alinmasina neden olmustur

153

Erciyes Univ Vet Fak Derg 2022; 19(2): 152-159

(Redshaw ve ark., 2013; Schwarzenbach ve ark.,
2015; Sidekli ve Agaoglu, 2021). RT-qgPCR teknigin-
de, 6zgiin olmayan floresan boyalar veya 6zgiin prob
dizayni ile miRNA’larin kantifikasyonu gerceklestiril-
mektedir. RT-qPCR reaksiyonu sonrasi elde edilen
veriler, hedef bélgenin yikseltgenmesiyle agiga ¢ikan
floresan isimanin tespit edilebildigi siklus esik deger-
leridir (cycle threshold; Ct). MiRNA ¢alismalarinda
35’ten kiiglik Ct degerleri dikkate alinmaktadir. Bunun
sebebi tek bir miRNA kopyasi olmasi durumunda
dahi floresan sinyalinin en fazla 35. PCR siklusunda
tespit edilebilir dizeye ulagsmasidir (Mestadgh ve
ark., 2009). Elde edilen ham Ct degerleri referans
(housekeeping) genlerin kullanimi (Izumi ve ark.,
2012) veya diger normalizasyon yaklagimlari ile nor-
malize edilerek verilerin istatistiksel analizi gergekles-
tirimektedir (Mestdagh ve ark., 2009; Qureshi ve
Sacan, 2013).

2- Mikroarray platformlari

Gen ekspresyonu galismalarinda, cDNA mikroarray
platformlari ve oligoniikleotid mikroarray platformlari
olmak Uzere iki farkli mikroarray platformu kullanil-
maktadir (Mandruzzato, 2007). Gen ekspresyonu
calismalarinda kullanilan mikroarray platformlari DNA
array, DNA c¢ip, biyo ¢ip ve gen ¢ip olarak da isimlen-
diriimektedir (Gershon, 2002). Bu mikroarray plat-
formlari belirli bir hiicre veya doku 6rneginde ekspre-
se olan ¢ok sayida genin ekspresyon diizeyinin belir-
lenmesine olanak tanimaktadir. Microarray platform-
larinda ¢ap1 200 ym’den kuguk olan binlerce gézenek
bulunmaktadir. Bu gézenekler cDNA veya oligonUkle-
otid problarini icermektedir ve 6zel lazer tarayicilarla
okunmaktadir (Gershon, 2002). Mikroarray platform-
larinda tarayici tarafindan okunan floresan i1sima
degerleri farkh normalizasyon yaklasimlari ile norma-
lize edildikten sonra gen ekspresyon degisimleri ana-
liz edilmektedir. MiRNA mikroarray platformalarinin
en biylk dezavantaji inceleme de yuksek miktarda
RNA 8rnegine ihtiya¢ duyulmasidir. Prob sinyallerinin
glvenilir bir sekilde degerlendirilebilmesi igin yaklasik
10 pg total RNA 6rnegine ihtiya¢ duyuldugu belirtil-
mektedir (Mandruzzato, 2007).

3- miRNA dizileme teknigi

MiRNA dizileme (miRNA sequencing; miRNA-seq),
yeni nesil sekanslama temelli bir yaklagimdir. Bu
yaklagimda analiz, diger yontemlerden farkh olarak
genellikle zenginlestiriimis miRNA'lar ile gergeklestiril-
mektedir (Saliminejad ve ark., 2019). Bu yontem pa-
hali bir yéntem olmasinin yanisira veri analizi ve yo-
rumlamasindaki zorluklar nedeniyle bazi dezavantaj-
lari bulunmaktadir (Pritchard ve ark., 2012). Ancak
yeni nesil sekanslama platformlarinin sayisinin art-
masli bu yontemin maliyetinin dismesini ve miRNA
ekspresyon profillerinin degerlendiriimesinde miRNA-
seq tekniginin daha yaygin kullanimini mimkin hale
getirmektedir (Tam ve ark., 2015). MiRNA dizileme
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platformlarinda genel analiz semasi; kisa okumalarin
belirlenmesi, dusuk kaliteli okumalarin ve adaptor
dizilerinin filtrelenmesi, filtrelenen dizilerin bir referans
dizi ile tespit edilmesi (bu asamada miRBase veya
genom veri tabanlarindan yararlaniimaktadir), miRNA
ekspresyon diizeyinin belirlenmesi, verilerin normali-
ze edilmesi ve miRNA biyolojik fonksiyonlarina iligkin
analizlerin gergeklestiriimesi asamalarindan olusmak-
tadir (Tam ve ark., 2015). MiRNA dizileme yeni miR-
NA’larinin kesfinin yanisira (Metpally ve ark., 2013),
miRNA mutasyonlarinin tespitine de olanak tanimak-
tadir (Pritchard ve ark., 2012).

RT-qPCR verilerinin normalizasyonu

RT-gPCR calismalarinda; érnek toplama ve hazirlan-
masi, RNA izolasyonu, PCR etkinligi ve ters transk-
ripsiyon reaksiyonu sirasindaki farkliliklar ve hatalar
sonuglarin guvenilirligi agisindan risk teskil etmekte-
dir. Bu hatalari en az diizeye indirgemek icin uygun
bir normalizasyon metodu ile elde edilen verilerin
normalize edilmesi gerekmektedir (Bustin ve ark.,
2009). Veri normalizasyonu sadece mRNA'lar degil,
miRNA gen ekspresyonu ¢aligsmalarinda da gereklidir
(Meyer ve ark., 2010). MiRNA RT-gPCR verilerinin
normalizasyonunda farkh yaklasimlar kullaniimaktadir
(Livak ve Schmittgen, 2001; Mestdagh ve ark., 2009;
Qureshi ve Sacan, 2013).

Referans genler ile normalizasyon

RT-gPCR ¢alismalarinda normalizasyon amaciyla
referans genlerin kullanimi altin standart olarak kabul
edilmektedir (Faraldi ve ark., 2018). ideal bir referans
genin farkh dokularda, patolojik kosullarda, hicre
donglsii agsamalarinda ve fizyolojik sireglerde eksp-
resyonunun stabil olmasi sahip olmasi istenmektedir
(Dheda ve ark., 2005). RT-gPCR calismalarinda kul-
lanilan referans genler genel olarak temel hiicresel
fonksiyonlarin surdurilebilmesi igin gerekli olan, fiz-
yolojik ve patolojik kosullarda ekspresyonu stabil olan
genlerdir (Zhu ve ark., 2008). MiRNA RT-gqPCR veri-
lerinin normalizasyonunda da referans gen yaklasimi
yaygin olarak kullaniimaktadir (Schwarzenbach ve
ark., 2015). RT-gPCR calismalarinda normalizasyon
isleminden 6nce caligilan dokuda referans gen aday-
larinin stabilitesi farkh bilgisayar programlari ile de-
gerlendiriimektedir (Korkmaz Agaoglu ve Sidekli,
2020; Mestdagh ve ark., 2009; Qureshi ve Sacan,
2013). Bu amagla en yaygin olarak kullanilan prog-
ramlar; geNorm, NormFinder ve BestKeeper prog-
ramlandir (Faraldi ve ark., 2018). MiRNA c¢alismala-
rinda calisilan 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).

MIiRNA RT-qPCR verilerinin normalizasyonunda en-
dojen referans genler veya sentetik spike-in miR-
NA’lar kullaniimaktadir. Normalizasyon amaciyla en
yaygin kullanilan endojen referans genler; miR-93,
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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),
kiigik kodlama yapmayan RNA genleri (RNUG,
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). Yaygin olarak kullanilan spike-
in miRNA’lar ise; Coehabtidis Elegans (cel) miR-39,
cel-miR-54, cel-miR-238’dir (Izumi ve ark., 2012).

RT-qPCR caligmalarinda genlerin mutlak (absolute)
ve relatif (relative) ekspresyon diizeyleri belilenmek-
tedir. Ancak, RT-gPCR calismalarinin gogunda gen-
lerin relatif ekspresyon dlzeyi saptanmaktadir
(Schwarzenbach ve ark., 2015). Relatif ekspresyon
dizeyi deneysel bir gruptaki hedef bdlgenin PCR
sinyalinin, kontrol grubundaki PCR sinyaline kiyasla-
masi ile belirlenebilmektedir (Livak ve Schmittgen,
2001). Livak ve Schmittgen (2001) tarafindan gelistiri-
len delta delta Ct (AACt) matematiksel modeli genle-
rin relatif ekspresyon diizeylerinin belirlenmesinde en
yaygin kullanilan modeldir. Bu modelde relatif eksp-
resyon; ACt = Ct (hedef gen) — Ct (referans gen),
AACt = ACt (galisma grubu) - ACt (kontrol grubu)
form{lG ile belilenmektedir. Calisilan bir genin kont-
rol grubuna kiyasla ekspresyon duzeyinin degdisimi
ise kat degisimi (fold change; FC) olarak isimlendiril-
mektedir. Bir genin ekspresyon duzeyi degisimi; FC =
228C formulasyonu ile hesaplanmaktadir (Livak ve
Schmittgen, 2001). MiRNA gen ekspresyonlarinin
arastinldiyi calismalarda bu matematiksel model
siklikla kullaniimaktadir (Inyawilert ve ark., 2015;
Zhang ve ark., 2017).

Global ortalama normalizasyonu

MiRNA RT-qPCR verilerinin normalizasyonunda kul-
lanilan diger bir yéntem; global ortalama normalizas-
yon (global mean normalization) yéntemidir. Bu yén-
temde, bir 6rnek igerisindeki tim genlerin Ct degerleri
ortalamasi endojen kontrol olarak kullaniimaktadir.
ACt degeri, genlerin Ct degerlerinin bu ortalama Ct
degerinden cikariimasiyla elde edilmektedir
(Mestdagh ve ark., 2009). Global ortalama yaklasi-
minda yuksek Ct degerlerine sahip genler olmasi
durumunda varyasyonun artacagi ve Ornek icerisinde
¢ok distk miktarlarda bulunan miRNA’larin kantifi-
kasyonunda guvenilir olmadigi  belirtiimektedir
(Qureshi ve Sacan, 2013).

Agirlikli ortalama normalizasyonu

Agirlikli ortalama (weighted mean) normalizasyonu
Ct varyasyonlarini da normalizasyona dahil eden bir
yaklagimdir. Bu yaklasimda, tim &rneklerde bir genin
Ct degerinin standart sapmasinin tersi alinarak agir-
likh ortalama glcli (weighted mean power; wmp)
hesaplanmaktadir. Bu deger tim genler igin standart
sapma degerlerinin tersinin toplamina bdlinmektedir.
Bu deger ile bir érnekteki tim ham Ct degerlerinin
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toplami carpilarak Ctydegeri hesaplanmaktadir. Cty
degeri;

Clo- ) x (gprg)/ Ths 1/STD(CH)

formulasyonuna goére belirlenmektedir (Qureshi ve
Sacan, 2013). ACt degeri ise, her bir genin Ct dege-
rinden Ct, degerinin gikariimasiyla hesaplanmaktadir.
Bu yontemin, standart sapma degeri disik olan gen-
lerin normalizasyondaki agirhgini artirdigi ifade edil-
mektedir. Ayrica dusuk ve yuksek ekspresyon dize-
yine sahip miRNA’larin kantifikasyonunda normali-
zasyon amaclyla kullanilabilecedi  bildirilmigtir
(Qureshi ve Sacan, 2013).

Mikroarray verilerinin normalizasyonu

Mikroarray platformlarinda; RNA 6rneklerinin hazir-
lanmasi, floresan isaretleme, hibridizasyon, yikama
asamasindaki uygulamalar ve bazi teknik problemler
sonuglarda farkliliklara neden olabilmektedir (Meyer
ve ark., 2010). Bu nedenle, miRNA mikroarray verile-
rindeki bu farkliliklar en az diizeye indirgemek igin
veriler normalize edilerek sonuglar degerlendiriimek-
tedir. Bu amagla yaygin kullanilan normalizasyon
yaklagimlari; toplam gen sinyali, Ust ¢ceyrek normali-
zasyonu, kuantil normalizasyon, medyan normalizas-
yonu, RMA (robust microarray algorithm) ve siklik
loess (cyclic locally estimated scatterplot smoothing
veya cyclic local regression) yaklagimidir.

Toplam gen sinyali

Oligonukleotid problarinda genelde her bir miRNA’nin
birka¢ farkh kopyasi bulunmaktadir. Agilent mikroar-
ray platformlarinda bu birka¢ kopyanin floresan sin-
yallerinin ortalamasi alinarak toplam gen sinyali de-
geri (total gene signal; TGS) hesaplanmaktadir
(L6pez-Romero ve ark., 2010). Oligontikleotid mikro-
array platformlarindaki prob hicreleri, iki farkh oligo-
nikleotid probu (perfect match; PM; mis-match; MM)
icermektedir. Ayni hiicredeki bu iki farkli prob sadece
bir baz farkliiga (13. baz) sahiptir (Mandruzzato,
2007). TGS, PM floresan sinyali degerinin MM flore-
san sinyali degerinden ¢ikariimasi ile hesaplanmakta-
dir. Hesaplanan bu TGS direkt olarak istatistiksel
analizde kullanilabilmektedir (L6pez-Romero ve ark.,
2010). Ancak bu deger bazi miRNA problarinda MM
floresan sinyalinin PM floresan sinyalinden yuksek
olmasi nedeniyle negatif deger alabilmektedir. Boyle
durumda, minimum TGS degerinin eklenmesiyle ne-
gatif degerler pozitif hale gelmektedir. Bu agsamadan
sonra elde edilen veriler log2 tabaninda degerlere
dondstirilerek degerlendiriimektedir (Lépez-Romero
ve ark., 2010).

Ust gceyrek normalizasyonu

Bu yontemde TGS degerlerindeki 75. ylzdelik deger
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(75" percentile) baz alinarak normalizasyon gergek-
lestiriimektedir. MiRNA mikroarray platformalarinin
kullanildigi ¢alismalarda 75. yuzdelik degder ust cey-
rek (upper quartile) veya lguncl geyrek (third quarti-
le; Q3) olarak da isimlendiriimektedir (Pradervand ve
ark., 2009). Her bir miRNA i¢in elde edilen TGS sin-
yallerinin bu degere bdlinmesiyle veriler normalize
edilmektedir. Normalizasyon sonrasi veriler log2 ta-
banina donustirilerek sonuglar degerlendiriimekte-
dir. Bu yaklagimin normalize edilmemis TGS yaklasi-
mina kiyasla, verilerin standart sapma degerini azalt-
tig1 ve sonuglarinin guvenilirligini artirdigi ifade edil-
mektedir (Pradevand ve ark., 2009; Lépez-Romero
ve ark., 2010).

Kuantil normalizasyon

Kuantil normalizasyonda tim mikroarray platformun-
da prob floresan sinyal yogunlugunun degismeyecegi
varsayllmaktadir. Bu nedenle elde edilen floresan
sinyal yogunluklari kuantil normalizasyon yontemiyle
esitlenerek elde edilen yeni veriler istatiksel analizde
kullaniimaktadir (Bolstad ve ark., 2003; Meyer ve
ark., 2010). Normalizasyon yapilirken; p sayida miR-
NA ve n sayida 6rnegin floresan sinyali verilerini ice-
ren X matriksi (p x n) olusturulur (Rao ve ark., 2008).
Bu matrikste her drnek igin siralama en klgukten en
blylge dogru gergeklestiriimektedir. Birinci sirada
yer alan floresan sinyali en kiguk floresan sinyalidir
(Ballman ve ark., 2004). Daha sonra X matriksinin
her satirinda yer alan degerlerin ortalamasi alinarak
yeni degerler olusturulur ki bu degerlerin tim 6rnek-
lerde ayni oldugu kabul edilir (Rao ve ark., 2008).
Kuantil normalizasyon islemi, Bioconductor gibi R
programlama ile ayni dili kullanan bilgisayar program-
lari ile gercgeklestirilebilmektedir (Liu ve ark., 2008).
Diger normalizasyon yontemleri ile kiyaslandiginda
bu yéntemde normalizasyonun daha hizli yapilabildigi
ifade edilmektedir (Ballman ve ark., 2004).

Medyan normalizasyonu

Medyan normalizasyon yonteminde; p sayida miRNA
ve n sayida ornegin floresan sinyali verilerini p x n
matriksi olusturulmaktadir. Bu matrikste yer alan her
kolondaki medyan degerleri alinarak n-boyutlu med-
yan vektorid M olusturulmaktadir. Daha sonra bu M
vektérinde de medyan degeri (overall median) belir-
lenmektedir. M vektori medyan degeri ile her 6rnegin
medyan degeri arasindaki fark belirlenmekte ve bu
fark miRNA'nin ekspresyon degerinden cikartilarak
veriler normalize edilmektedir (Rao ve ark., 2008).
Ancak, medyan normalizasyon yaklasiminin miRNA
ekspresyonlarindaki global degisimlerin belirlenme-
sinde yetersiz kaldigi ifade edilmektedir (Wu ve ark.,
2013).

RMA

Oligonukleotid temelli mikroarray platformlarindan
elde edilen verilerin normalizasyonu amaciyla kullani-
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lan RMA algoritmasi, genlerin ekspresyon seviyeleri-
nin daha kesin bir sekilde tespit edilmesine olanak
tanimaktadir (Wu ve ark., 2013). Genellikle Affymetrix
GeneChip mikroarray platformlarinda kullanilan stan-
dart bu algoritmada, elde edilen anormal degerler
cikarilmakta ve sadece pozitif sinyal degerleri dikkate
alinmaktadir (Irizarry ve ark., 2003). RMA algoritma-
sindaki son adimda veriler kuantil normalizasyon
yéntemi ile normalize edilmektedir (Bolstad ve ark.,
2003; Wu ve ark., 2013). Bu algoritmanin ayni za-
manda Agilent mikroarray platformlarindan elde edi-
len TGS verilerinin arka plan sinyallerinin dizeltiimesi
amaciyla kullanilabileceg@i bildiriimektedir (Lépez-
Romero ve ark., 2010).

Siklik loess

MIiRNA mikroarray verilerinin normalizasyonunda
kullanilan diger yontem ise, siklik loess yodntemidir
(Rao ve ark., 2008). Bu yontemde ilk olarak iki farkh
ornek segilerek MA plotu (M versus A plot) verisi
olusturulmaktadir. Bu plotta M; bir miRNA probu igin
iki 6rnegin ekspresyon degerleri arasindaki farktir. A
ise iki ekspresyon degerinin ortalamasidir. Her prob
icin olusturulan M ve A degerleri regresyonu ile bir
egrisi olusturulur (Rao ve ark., 2008). Bu egriden
elde edilen diizeltme faktoru ile verilerin normalizas-
yonu gergeklestirimektedir (Rao ve ark., 2008; Ball-
man ve ark., 2004). Tim problar i¢in bu ikili islem
yapilarak analiz tamamlanmaktadir. Ancak siklik lo-
ess yonteminde ayni anda iki 6rnek icin normalizas-
yon gerceklestiriimektedir. Bu nedenle normalizasyon
isleminin nispeten daha uzun sire aldigi ifade edil-
mektedir (Ballman ve ark., 2004).

miRNA dizileme verilerinin normalizasyonu

MiRNA dizileme tekniginde gerekli filtrelemeler yapil-
diktan sonra iyi kalitedeki okumalarla miRNA dizileri
ilgili veri tabanlar ile tespit edilmektedir. Okuma son-
rasi elde edilen veriler, miRNA’larin toplam okuma
sayilaridir. Bu nedenle veri normalizasyonu temelde
miRNA okuma sayilari ile gergeklestiriimektedir (Tam
ve ark., 2015). MiRNA dizileme verilerinin normali-
zasyonunda farkli ydntemler kullaniimaktadir. Bu
amacla yaygin olarak kullanilan yéntemler; milyon
basina disen okuma sayisi (counts per million; CPM
veya read per million; RPM), toplam sayi normalizas-
yonu, medyan normalizasyonu, Ust ¢eyrek normali-
zasyonu, M’in budanmis ortalamasi (trimmed mean
of M; TMM) ve kuantil normalizasyon ve DEseq2
yontemleridir.

cPM

CPM, miRNA dizileme verilerinin normalizasyonunda
kullanilan en basit yontemdir. Bu ydntemde normali-
zasyon, karsilastirilan ornekler arasinda; bir miR-
NA’nin toplam okuma sayisinin toplam okuma sayisi-
na boliinmesi ve elde edilen degerin 1 x 10° ile garpil-
masi ile hesaplanmaktadir. Bu yaklasimda, toplam
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okuma sayisinin 10%ya gére orantilanmasiyla, miR-
NA okuma sayilari tekrar hesaplanmaktadir (Tam ve
ark., 2010). Bu sayede, okuma sayisi bir milyondan
fazla veya az olsa dahi, milyon bagina diisen miRNA
okuma sayisi dikkate alinmaktadir. Daha sonra veri-
ler log2 tabanindaki degere donustirilerek analiz
gerceklestiriimektedir (Robinson ve ark., 2010; Tam
ve ark., 2015).

Toplam sayi normalizasyonu

Toplam sayi normalizasyonunda (total count; TC) her
Ornekte bir miRNA’nin toplam okuma sayisi érnekteki
tim okumalarin sayisina béliinerek hesaplanmakta-
dir. Tam o6rnekler icin bu hesaplama yapilmaktadir.
Daha sonra elde edilen deder log2 tabanindaki dege-
re donusturdlmektedir (Dillies ve ark., 2013). Ancak
miRNA dizileme verilerinin normalizasyonunda kulla-
nilan TC ve CPM yaklagimlarinda varyasyonun yuk-
sek oldugu bu nedenle bu iki yaklagimin glvenilirligi-
nin diger yéntemlere kiyasla dislk oldugu bildirilmis-
tir (Tam ve ark., 2015).

Medyan normalizasyonu

Medyan normalizasyonunda, bir miRNA’nin okuma
sayisli, tim orneklerdeki okumalarin median degerine
béltinmesi ve 1 x 10% ile carpilmasiyla veriler normali-
ze edilmektedir. Normalizasyon sonrasi elde edilen
degder log2 tabanina dénusturilerek analiz gercekles-
tirilmektedir (Dillies ve ark., 2013).

Ust geyrek normalizasyonu

Ust ceyrek normalizasyonunda; bir genin toplam oku-
ma sayisl, her drnekteki 75. ylzdelikteki okuma sayi-
sina bolinerek verilerin normalizasyonu gerceklesti-
riimektedir. Bu normalizasyon islemi Bioconductor
programinda EdgeR package ile gerceklestirilebil-
mektedir (Robinson ve ark., 2010; Tam ve ark.,
2015).

Kuantil normalizasyon

Kuantil normalizasyonda ¢ogu miRNA'nin ekspres-
yon seviyesinin degismedidi varsayiimaktadir. Mikro-
array verilerinin kuantil normalizasyonu ile benzer
olan bu yaklasimda, normalizasyon isleminde miRNA
okuma sayilari kullaniimakta ve tim érneklerde gen-
lerin gogunun ekspresyon dizeyi dagihminin benzer
oldugu kabul edilmektedir (Bolstad ve ark., 2003;
Tam ve ark., 2015). Bu analiz Bioconductor Limma
paketi ile gergeklestirilebilmektedir (Ritchie ve ark.,
2015).

T™MM

MiRNA dizileme tekniginde genellikle 6rneklerdeki
RNA miktari g6z ardi edilmektedir. RNA miktarinin
ornekler arasinda farkli olmasi, okuma sayilarinin
farkli olmasina neden olmaktadir. Oyle ki; analiz so-
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nucunda bir miRNA'nin ekspresyon dizeyinin degis-
medigi tespit edilse bile, bu durumun o6rneklerdeki
RNA miktar farkliiindan kaynaklanabilecegi belirtil-
mektedir (Tam ve ark., 2015). TMM normalizasyon
yéntemi ile RNA miktarindan kaynaklanan varyasyo-
nun onine gegilmesi amaglanmaktadir. TMM yoénte-
minde normalizasyon iglemi; genlerin okuma sayilar
ve toplam okuma sayilari ile hesaplanan M ve A de-
gerlerinin belirli bir oranda budanmasiyla gerceklesti-
rilmektedir (Robinson ve Oshlack, 2010). Budama
orani yapilan galismaya gore %5-%30 arasinda degi-
siklik gosterebilmektedir (Robinson ve ark., 2010;
Tam ve ark., 2015). Bu normalizasyon Bioconductor
EdgeR paketi ile gergeklestirilebilmektedir (Robinson
ve ark., 2010).

DEseq2

DEseq2 yaklasiminda; bir drnekteki bir miRNA’nin
okuma sayisi, tim o6rneklerdeki tim genlerin okuma
sayilarinin geometrik ortalamalarina boliinerek veriler
normalize edilmektedir. Bu normalizasyon islemi Bio-
conductor DEseq2 paketi ile gerceklestirimektedir
(Love ve ark., 2014).

Sonug

MiRNA ekspresyon profillerinin belilenmesine yone-
lik yapilan caligmalardan yiksek miktarda veri elde
edilmektedir. Elde edilen bu verilerin normalizyonun-
da cok sayida yontem kullaniimaktadir. Referans gen
yaklagimi RT-qPCR verilerinin normalizasyonunda en
yaygin kullanilan yaklagimdir. MiRNA mikroarray
platformlari ve miRNA dizileme tekniginde ise kullani-
lan normalizasyon yaklagimlarinin sayisi nispeten
daha fazladir ve bu yaklasimlarin givenilirligi yapilan
calismaya goére degisebilmektedir. Bu nedenle, dzel-
likle miRNA mikroarray plaformlari ve miRNA dizile-
me calismalarinda veri normalizasyonu hususunda
fikir birliginin bulunmadigi séylenebilir. Bu baglamda,
miRNA ekspresyonu profillerinin degerlendiriimesi
amaciyla gergeklestirilen caligmalarda uygun norma-
lizasyon yaklagimlarinin belirlenmesi sonuglarin gu-
venilirligi agisindan 6nemlidir. Bu sayede, miRNA’la-
rin fizyolojik olaylar, kanser ve diger patolojik olaylar-
daki rollerinin daha guvenilir bir sekilde belirlenmesi
mumkin olabilecektir.
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