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Insanda Uzun Kodlanmayan RNA’larin Doku ifade Oriintiileri ve
Varsayimsal islevlerinin Benzesme Yayilmasi Algoritmasi ile incelenmesi

Gokhan KARAKULAH!

OZET: Kiimeleme yontemleri, yiiksek hacimli gen ifadesi oriintiilerinden biyolojik olarak anlamli bilginin elde
edilmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Benzesme yayilmasi algoritmasi, veri noktalart arasindan 6rnekler
ad1 verilen kiime merkezlerinin belirlendigi ve bunlarin etrafinda kiimelerin olusturuldugu yeni bir yaklagimdir.
Bu calismada, hastalik, gelisim ve farklilagsma gibi farkli hiicresel olaylarda diizenleyici transkriptler olan uzun
kodlanmayan RNA’larin, benzesme yayilmasi algoritmasi ile 16 farkli saglikli insan dokusundaki ifade Oriintiileri
incelendi. Bununla beraber uzun kodlanmayan RNAlarin varsayimsal islevleri, kiimeleme yaklagimui ile bilgisayar
tabanli olarak tahminlendi ve kapsamli bir ifade Oriintiisii — islev katalogu hazirlandu.

Anahtar Kelimeler: Benzesme yayilmasi algoritmasi, biyoenformatik, kiimeleme, uzun kodlanmayan RNA
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Investigation of Tissue Expression Patterns and Putative Functions of
Human Long Non-Coding RNAs with Affinity Propagation Algorithm

ABSTRACT: Clustering methods have been widely used for extracting biologically relevant information from
high-throughput gene expression patterns. Affinity propagation algorithm is a novel clustering approach based on
the determination of cluster centers, called exemplars, among data points and the generation of clusters around
these exemplars. In this study, expression patterns of human long non-coding RNAs, new class of regulatory
transcripts in diverse cellular events, including disease, development and differentiation, were investigated using
affinity propagation algorithm in 16 different healthy human tissues. Besides, their putative functions were
computationally predicted with clustering approach and a comprehensive long non-coding RNA expression pattern
— function catalogue was created.
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GIRIS

Biyoteknoloji alaninda 2000°1i yillarin bagindan
itibaren yasanan gelismeler ile birlikte giiniimiizde,
binlerce genin zaman boyunca ya da farkli durumlar
altinda ifade diizeylerindeki degisimler es zamanh
olarak oOlgiilebilmektedir (Schena et al.,, 1995;
Brenner et al.,, 2000; Chaitankar et al., 2016).
Genom diizeyindeki gen ifade profilleri igerisinde,
biyolojik ya da klinik olarak anlamli Oriintiilerin
belirlenebilmesi ancak 6zel istatistiksel yontemlerin
kullanilmasi ile miimkiin olmaktadir. Bu yontemler
bir biri
ozelliklere sahip nesnelerin benzerliklerine gore ayni

arasinda kiimeleme analizi, ile benzer
grup ya da kiimelere ayrilmasi i¢in sikga tercih edilen
bir ¢ozlimleme yontemidir (Kerr et al., 2008). Benzer
ifade Oriintiilerine sahip gen kiimelerinin belirlenmesi,
Ozellikle rolleri tam olarak anlasilamamis genlerin
biyolojik islevlerinin aydinlatilmasma yardimci
olabilmektedir. Bir biri ile iligkili biyolojik gorevleri
iistlenen genler, cogunlukla ifade profilleri agisindan
ayni gen kiimelerinde bulunmaya daha yatkindirlar
ve bu yolla islevleri bilinmeyen baz1 genlerin
biyolojik rolleri tahminlenebilmektedir (D’Haeseleer,
2005). Hiyerarsik, k-ortalamalar ya da 6zdiizenleyici
harita kiimeleme yontemleri, gen ifade profillerinin
anlamlandirilmasinda yaygin bir sekilde kullanilan

baslica yaklasimlardir (D’Haeseleer, 2005).

Son yillarda gelistirilen kiimeleme algoritma-
larindan, benzesme yayilmasi (=affinity propagati-
on) algoritmasinin, pek ¢ok kiimeleme metodundan
farkli olarak kiime sayisinin dnceden belirlenmesini
gerektirmemesi, her veri noktasi i¢in tercihlerin de-
gerlerinin diizeltilmesi ile kiime sayisin1 kontrol edi-
lebilmesi, girdilerin metrik olmayan benzerlikleri de
icerebilmesi, kolaylikla uygulanabilmesi, tiim veri
noktalarini olas1 ornekler (=exemplars) olarak iger-
mesi gibi avantajlar1 bulunmaktadir (Frey and Dueck,
2007; Li and Wang, 2015).

Benzesme yayilmasi algoritmasi, su ana kadar
beyin fonksiyonlarinin tanimlanmasinda fonksiyonel
manyetik rezonans goriintiileme verilerinin analizi (Li
et al., 2010; Zhang et al., 2011; Li and Wang, 2015),
DNA dizileme ve genetik ¢oztimlemeler (Sun et al.,
2015; Cao and Amendt, 2016; Jiang et al., 2016), top-
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luluk (=ensemble) 6zellik secimi (Meng et al., 2016),
hedef takibi (Zhang and Wu, 2015) ve kapali mekan-
larda konumlandirma sistemleri i¢in parmak izi olus-
turma tasarimlart (Caso et al., 2015) gibi saglik, fen ve
miithendislik alanindaki pek ¢ok ¢alismada kullanilmis-
tir. Homojen dagilmayan veri setlerinde, verilerin ideal
kiimelere gruplanmasi durumu, problemi algoritmanin
genisletilen versiyonunda calisilmistir (Zhao and Xu,
2015). Yontemin uygulanmasinda, her nokta biiytik bir
ag yapisindaki birer nokta olarak alinmakta, noktalarin
birbirlerine gonderdikleri farkli tipteki iletiler aracilig
ile her noktanin merkezi ag igerisinde belirlenmektedir
(Bas ve Ikizler-Cinbis, 2013).

Bu calismada, gelisim ve farklilasma gibi biyolojik
stireclerde gen ifadesinin diizenlenmesinde rol oynayan
uzun kodlanmayan RNAlarin (=long non-coding RNA,
ukRNA), (Fatica and Bozzoni, 2014) farkli insan
dokularmmdaki ifade Orilintiilerinin aydinlatilmas1 ve
iligkili olduklar1 olas1 protein kodlayan RNA (pkRNA)
transkriptlerinin  belirlenmesi  amaglanmigti.  Bu
nedenle, /llumina BodyMap 2.0 RNA dizileme verileri
iizerinde benzesme yayilmasi kiimeleme yontemi
uygulanarak, birlikte ifade edilen ukRNA ve pkRNA
gen kiimeleri belirlenmis, ukRNAlarin olasi rolleri bu
yolla tahminlenmeye c¢alisilarak, kapsamli bir ukRNA

islev katalogu hazirlanmstir.

MATERYAL VE YONTEM

Illumina BodyMap 2.0 projesi kapsamindaiiretilen
16 farkli doku tipine (adipoz, adrenal bez, akciger,
beyin, bobrek, iskelet kasi, kalp, karaciger, kolon, lenf
nodu, 16kosit, meme, ovaryum, prostat, testis, tiroid)
ait esli dizileme transkriptom kiitiiphanesi, Sequence
Read Archive veri tabanindan (Leinonen et al.,
2011) (veri tabani erisim tanimlayicisi: ERP000546)
indirildi (Sekil 1). Transkriptom kiitiiphanelerine ait
kisa okumalarin kalite kontrolleri FastQC (Andrews,
2010) yazilimi kullanilarak yapildi.

Trimmomatic (siirim 0.36) (Bolger et al.,
2014) araciligr ile Illumina adaptor dizileri kisa
okuma parcalarindan kesilerek uzaklastirildi. Her
bir transkiptom kiitiiphanelerine ait kisa okumalar
daha sonra Ensembl veri tabanindan (Hubbard et al.,
2002) indirilen insan referans genomuna (GRCh38.
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p7 asemblesi, siirim 85) STAR (stiriim 2.5)
(Dobin et al., 2013) yazilim1 aracilig1 ile hizalandi.

STAR hizalama algoritmas1 iki-gecis modunda

Benzesme Yayilmasi Algoritmast ile Incelenmesi

calistirtlirken, 6n tamimli parametrelerde herhangi
bir degisiklik yapilmada.

[NIlumina BodyMap 2.0
transkriptom verileri

-

Kisa okuma parcalarinin
referans genoma hizalanmasi

-

Gen ifade diizeylerinin
belirlenmesi

-

Benzesim yayilmasi
algoritmasi ile beraber
ifade edilen gen
kiimelerinin tanimlanmasi

@

Gen kumelerine iliskin gen
ontolojilerinin belirlenmesi

Sekil 1. Calismaya ait is akisi semast

STAR programindan elde edilen gen diizeyindeki
kisa okuma sayim degerleri, R (siirim 3.3.1) (Team,
2014) istatistiksel hesaplama ortaminda edgeR
(Robinson et al., 2010) paketi kullanilarak kiitliphane
biiylikliigline gére normalize edildi ve her bir gen i¢in
o genin ifade seviyesini belirtmekte kullanilan kilobaz
milyondaki toplam okuma sayist (RPKM degeri)
hesaplandi. RPKM degerlerinin hesaplanmasinda

kullanilan gen dizisi uzunluklari, Ensembl veri

Cilt/ Volume: 7, Say1/ Issue: 2,2017

tabanindan BioMart ara yiizii kullanilarak indirildi.
Calismaya 16 farkli dokunun en az sekizinde ifade
edilen genler dahil edilirken, bu kosulu saglamayan
sonraki

genler filtrelendi ve c¢alismanin bundan

basamaklarindan ¢ikarildi.

Benzesme yayilmasi algoritmasinin gen ifadesi
Oriintiilerinin {izerine uygulanmasi ile dokuya 0zgii
ukRNA kiimeleri ve ayrica bu ukRNAlar ile birlikte
ifade edilen pkRNAlar belirlendi. Benzesme yayilmasi
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algoritmasinin ~ ¢alistirllmasinda, algoritmanin R
ortamina uyarlanmis hali olan APCluster (Bodenhofer
et al., 2011) paketinden faydalanildi. corSimMat()
fonksiyonu ile gen ifade profilleri arasi korelasyon
benzerlik matrisi hesaplandi ve her bir kiimeye iligkin
ornek genler belirlendi.

Benzesme yayilmasi algoritmasi ile tanimlanan
gen kiimelerinin biyolojik rollerinin tahmini ig¢in gen
ontolojisi (GO) (Ashburner et al., 2000) ¢éziimlemesi
kullanilarak, ukRNAlarin biyolojik siireclerdeki olasi
islevleri bilgisayar tabanli olarak tahminlendi.

GO  ¢Ozlimlenmesi yine R  ortaminda
gProfileR paketi (Reimand et al., 2016) aracilig
ile  gerceklestirilirken, ‘Benjamini  Hochberg’
diizeltmesi uygulanan olasilik degerlerinden, 0.05
esik degerinden daha kiiciik hatali kesif oranina
(=False Discovery Rate) sahip GO terimleri anlamli
olarak kabul edildi.

BULGULAR VE TARTISMA

FastQC yazilimi ile gergeklestirilen transkriptom
kiitiiphanelerinin kalite kontroliinde, herhangi bir RNA
dizileme artefaktina rastlanmadi ve c¢aligmaya tiim
kiitiiphaneler dahil edildi.

[llumina adaptor dizileri belirlenip, uzaklastirilan
kisa okuma parcalarinin STAR hizalama algoritmasi
ile insan referans genomu iizerinde eslestirilmesi
sonrasinda ortalama %487.74 essiz hizalama orani
elde edilirken, ortalama okuma uzunlugu 99 niikleotit
ve kiitiiphanelere ait toplam ortalama okuma sayisi
69 milyon civarinda belirlendi. Cizelge 1°de referans
genoma hizalama sonrasi elde edilen tanimlayici
istatistikler yer almaktadir. Gerek toplam okuma
sayilart  gerekse hizalama yiizdeleri agisindan
degerlendirildiginde,  transkiptom  kiitliphaneleri
biyolojik ¢ikarimlar yapmak icin yeterli okuma sayisi
ve kaliteye sahip olarak belirlendi.

Cizelge 1. Sequence Read Archive veri tabanindan elde edilen transktiptom kiitiiphanlerine ait toplam okuma sayilari ve insan referans

genomuna hizalanma oranlari.

Dokau tipi SRA Verli( .tab':il.ll erisim Toplam okuma Ortalama essii hizalama
imligi sayisi orani (%)

Adipoz ERX011220 70844000 83.07

Adrenal bez ERXO011217 68143585 85.07

Akciger ERX011227 72141860 89.69

Beyin ERX011200 42454601 89.49

Bobrek ERX011182 72844954 83.60

Iskelet kasi ERX011212 73466073 91.56

Kalp ERX011197 74643822 87.43

Karaciger ERX011229 71109359 88.92

Kolon ERX011204 75602271 86.97

Lenf nodu ERXO011193 73613850 86.37

Lokosit ERXO011195 68119332 91.10

Meme ERXO011225 58098948 85.14
Ovaryum ERXO011184 69769385 87.36

Prostat ERX011205 74635206 90.68

Testis ERX011203 73065173 89.24

Tiroid ERX011194 72947915 88.20
Ortalama deger 69468770.88 87.74
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Ensembl veri tabanindan elde edilen gen
anotasyonu verilerinde toplam 22298 pkRNA, 7842
ukRNA yer aldigi belirlendi. Bu genlerin edgeR
paketi ile hesaplanan RPKM degerlerine gore yapilan
filtreleme iglemi sonrasi, 4061 ukRNA calismaya dahil
edilirken, pkRNAlarin ise 11401 tanesi filtreleme
kosulunu saglamadigi igin veri setinden ¢ikarildi. Diisiik
oranlarda ifade edilen genlerin filtrelenmesi, gen ifadesi
olarak c¢oziimlenmesinde
siklikla kullanilan bir yontem olmakla beraber, bu

oOriintiilerinin istatistiksel
genlerin veri setinden uzaklastirilmasmin duyarlilig:
anlamli bir sekilde artirdigi daha 6nceki ¢aligsmalarda
gosterilmistir (Sha et al., 2015). Bu baglamda,
calismanin bundan sonraki basamaklarinda Ensembl
veri tabaninda tanimlanan tiim genler yerine belirlenen
esik degerinin lizerinde ifade edilen genler {izerine
yogunlagilmistir.

Glintimiizde pek ¢ok ukRNAnin dokuya 06zgii
ifade bicimine sahip oldugu ve ifade edildikleri
dokularda gen ifadesinin diizenlenmesinde rol oynadigi
bilinmektedir (Gloss and Dinger, 2016). Agustos 2016
tarihi itibar1 ile Ensembl veri tabaninda ukRNA olarak
tanimlanmis genlerin, dokuya 6zgii ifade Oriintiilerinin
ortaya konmasi i¢in uygulanan benzesme yayilmasi
algoritmasi ile sadece bir doku tipinde ifade edilen
ukRNA kiimeleri belirlendi. Sekil 2°’de 16 farkh
insan dokusunun yalnizca birinde yiiksek miktarlarda
ifade edilen ukRNA kiimeleri 1s1 haritas1 iizerinde
goriilmektedir.

Normalize edilmis RPKM degerleri kullanilarak
olusturulan 1s1 haritasinda, her bir siitun doku tipini
ifade ederken her bir satir bir gene karsilik gelmektedir.
Bunun yaninda Sekil 2°de sag alt kosede yer alan renk
anahtarinda da gosterildigi gibi koyu kirmizi yiiksek
gen ifade diizeyini simgelerken, mavi renkler diigiik
seviyeler de ya da sifir seviyesinde gen ifadesini isaret
etmektedir.

Benzesme yayilmasi algoritmasi ile gergeklestirilen
kiimeleme analizinde, tiroid ve testis dokularinda
az sayida ukRNAnin dokuya ozgii ifade edildigi
belirlenirken, diger dokularda goreli daha cok elemandan
olugan ukRNA kiimelerinin var oldugu belirlendi. Sekil
2’nin sag siitununda yer alan 1s1 haritasinda karacigerde
yuksek diizeylerde ifade edildigi belirlenen ukRNA
genleri gosterilmektedir.

Cilt/ Volume: 7, Say1/ Issue: 2,2017
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Mikrodizin ve yeni nesil dizileme yontemleri
gibi yliksek hacimli profilleme verileri kullanilarak
olusturulan es ifade aglar1 (=co-expression networks),
son yillarda 6zellikle islevi iyi karakterize edilememis
genlerin biyolojik rollerinin belirlenmesinde siklikla
kullanilmaktadir (Childs et al., 2011; Wong et al.,
2014). Buradaki yaklasim, benzer ifade profillerine
sahip olan genlerin birlikte kiimelendigi ve aym
biyolojik yolaklarda yer alacagi iizerine kuruludur
(Wong et al., 2014).

Ayni yaklagim ile ukRNA-pkRNA birlikte
ifade aglarinin olusturulmas: ve ukRNAlarin hiicre
icerisindeki islevlerinin tanimlanmasina yonelik cesitli
calismalar bulunmaktadir. Bu sekilde, sizofreni ve
kanser gibi karmagik hastaliklarda ukRNAlarin rolleri
tahminlenmeye calisilmis ve hastaliklarla olan olasi
iligkileri ortaya konulmustur (Ren et al., 2015). Bu
calismada, benzer bir yaklasimi [llumina BodyMap
2.0 gen ifadesi verilerine uygulayarak, dokuya 06zgii
ifade edilen ukRNAlarin hangi biyolojik olaylar ile
iligkili oldugu, benzesme yayilmasi algoritmasi ile
tahminlenmis ve kapsamli bir insan ukRNA anotasyon

katalogu olusturulmustur.

Yiiriitiilen analizlerde 255 farkli ukRNA-pkRNA
birlikte ifade kiimesi belirlenirken, bu kiimelerin her
birinin ayr1 ayr1 GO terimi analizi sonrasi toplam 2748
GO biyolojik islev teriminin bu kiimeler ile anlamli
bir sekilde iliskili oldugu belirlenmistir (FDR<0.05).
Sekil 3°’de ukRNA-pkRNA birlikte ifade kiimelerinin
1s1 haritas1 goOsterimi ile istatistiksel anlamlilik
diizeyi en yiksek ilk 10 GO biyolojik siire¢ terimi
gosterilmektedir. Gergeklestirilen GO analizinde,
ukRNAlarin gen ifadesinin diizenlenmesi (Geisler and
Coller, 2013) ve gelisim ile iligkili genlerin (Fatica
and Bozzoni, 2014) yani sira 6grenme ve davranis
gibi karmasik biyolojik siireglerde de rol alan genler
ile de iliskili olabilecegi biyoenformatik olarak ortaya

konmustur.

Ancak bulgularin gergeklenmesi i¢in fonksiyonel
genetik caligmalar mutlaka gereklidir. Bu baglamda
caligmada ortaya konan olast ukRNA islevleri ile
ukRNAlar ve hedeflendikleri protein kodlayan gen
kiimeleri test edilebilir hipotezlerin olusturmasinda
ukRNA  arastirmacilarina
potansiyeldedir.

yardimct  olabilecek
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RP11-713M6.2
RP11-62517.1
AC006296.2
LINCO00969
RP11 3681232
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ACO0107292
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RP5—1102E8 3
RP11-550H2.2
RP5-991D16.3
RP11-5407.17
RP5—857K21.15
RP11-34P13.7

Z—skoru

Sekil 2. insan dokularinda ukRNA ifade profillerine ait 1s1 haritas1 ve karacigere 6zgii ukRNAlar

Sekil 4’de APCluster R paketi
cOziimleme sonrasi 227 numarali kiimede yer alan

ile yapilan

ukRNAlar ve protein kodlayan genler arasindaki es
ifade ag1 temsil edilmektedir. A¢ik kirmizi renk ile
ifade edilen diigiimler ukRNAlar temsil ederken sari
renkli diiglimler pkRNA genlerini simgelemektedir.
Kirmizi ve sar1 renkli ag diigiimleri arasindaki kenarlar
ukRNA — pkRNA cifti arasinda benzesme yayilmasi
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algoritmasi ile ortaya konan olasi iligkiyi ifade etmekte
olup, ukRNAn iliskili oldugu protein kodlayan genini
hedefleyebilecegi ve ifadesini diizenleyebilecegini
simgelemektedir. Bu calismada elde edilen verilere,
mikroRNAlar

elementlerinde eklenmesi ile biyolojik siireglere ait

gibi  diger diizenleyici  genetik

tamamlanmig ve biitline yakin diizenleyici aglarin
olusturulmasi miimkiin olabilir.

Igdir Uni. Fen Bilimleri Enst. Der. / Igdur Univ. J. Inst. Sci. & Tech.
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Benzesme Yayilmasi Algoritmast ile Incelenmesi
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Sekil 3. ukRNA ve pkRNA ifade profillerine ait 1s1 haritast ve en yiiksek istatistiksel anlamlilik diizeyine sahip ilk 10 GO terimi
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Sekil 4. Benzesme yayilmast ile belirlenmis 6rnek bir ukRNA-pkRNA es ifade ag1
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SONUC

Bu c¢alismada fakli insan dokularindan RNA
dizileme yontemi ile elde edilen gen ifadesi Oriintiileri,
benzesme yayilmasi algoritmasi ile irdelenmis, birlikte
ifade edilen ukRNA ve protein kodlayan gen kiimeleri
tanimlanmustir. Elde edilen gen kiimeleri dogrultusunda
biyolojik islevleri karakterize edilememis pek ¢ok
ukRNA icin biyoenformatik yontemler araciligi ile

olasi biyolojik roller tanimlanmastir.

Calismada, yliksek islem hacimli molekiiler

biyolojik yontemlerin ve bilgisayar tabanli islemsel

yontemlerin dogasi geregi c¢ok sayida ¢ikt1 elde
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