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MikroRNA’lar (miRNA’lar), normal olarak transkripsiyon
sonrasi seviyede hedef mRNA ifadelerin negatif diizen-
leyicileri olarak iglev goren, yaklagitk 22 niikleotit uzun-
lugunda, kiiciik kodlamayan RNA’larin bir simifidir. Bir ya
da birden fazla hedef geni baskilayarak gelisim, farklilasma,
cogalma, hiicre olimii gibi siireclerde rol oynarlar. Son
gelismeler miRNA mutasyonlar1 ya da yanlis ifadeleri, cesitli
insan kanserleri ile iligkili oldugunu ve miRNAlar timor
baskilayicilar ve onkogenler olarak islev yaptigmmi goster-
migtir. miRNAlar kanser ile iligkili genlerin ekspresyonunu
bastirmak ve kanserin teshisi ve tedavisinde faydali olabile-
cegini gostermistir. Bu c¢alismada, mikroRNA’larin prostat
kanseri tizerindeki etkisini incelemek iizere normal ve hasta
dokulardan alinan mikrodizi tabanli ifade verileri kullanilarak
hiyerarsik mikroRNA kiimeleri elde edilmigtir. Kiimeleme
sonuclar1 biyolojik anlamliliklar1 agisindan iredelnmistir. Bu
yaklagimin kanser mikroRNA iligkilerinin tespitinde faydali
olacag1 goriilmektedir.
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mikroRNA, miRNA analizi

Abstract—MicroRNAs (miRNAs) are a class of small non-
coding RNAs of 22 nucleotides which normally function as
negative regulators of target mRNA expression at the posttran-
scriptional level. miRNAs play a role for one or more target
genes by suppressing in processes as growth, differentiation,
proliferation and cell death. Recent evidence has shown that
miRNA mutations or mis-expression correlate with various hu-
man cancers and indicates that miRNAs can function as tumour
suppressors and oncogenes. MicroRNAs have been shown to
repress the expression of important cancer-related genes and
might prove useful in the diagnosis and treatment of cancer. In
this study, hierarchical microRNA clusters are obtained through
microarray expression data in order to analyze the microRNA
prostate cancer relationships. Clustering results are evaluated by

their biological relevance. It is seen that such approach can be
useful in detectitn relationships between microRNAs and diseases.
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I. GIRIS

mikroRNA’lar (miRNA), transkripsiyonel diizeyde gen ifade
edilmesini diizenleyen, yaklasik 22 niikleotit uzunlugunda,
endojen kaynakli, protein kodlamayan RNA ailesinin bir
tiyesidir. miRNA’lar gelisim, farklilagsma, hiicre proliferasy-
onu, hematopoezis, anjiyogenezis ve apoptozisinde yer aldigi
onemli bircok biyolojik isleve sahiptir. Buna gére degistirilmig
miRNA ifadesi, kanser de dahil olmak iizere, insan hastalik-
larina etkisi muhtemeldir.
flk miRNA, Victor Ambros ve meslektaglar1 Rosalind Lee
ve Rhonda Feinbaum tarafindan 1993 yilinda kesfedilmistir.
miRNA molekiilii, biiyiikk efektor protein kompleksi olarak
bilinen RISC kompleksi ile birlesir. miRNA RISC’in baglica
bileseni olan Ago proteinine yiiklenir. miRNA igeren
RISC kompleksi miRISC olarak adlandirilir. Bu kompleks
miRNA’nin hedef mRNA’y1 bulmasina ve hedef mRNA ile
baz eslesmesi yaparak transkripsiyonel diizeyde gen ifadelen-
mesinin baskilanmasina yol acar. miRNA aracili translasyon
baskilanmasi ii¢ tiirlii olmaktadir; mRNA’nin parcalanmast,
mRNA translasyonun baskilanmasi ve mRNA’nin sitoplazmik
P-cisimcigi (P-body) icerisinde parcalanmasi.
miRNA’lar hiicrenin normal fonksiyonlarint stirdiirebilmesi
icin gerekli olan ¢ok onemli rollere sahiptir. Bundan dolayz,
miRNA’larin ifade edilme diizeylerindeki degisimlerin kanser-
leri de iceren cok cesitli hastaliklarda etkin rol oynamasi hig
de sasirtic1 degildir. Yapilan calismalar miRNA’larin kanser
gelisimi, invazyonu ve metastazinda kritik rol oynadigini
gostermektedir. 1k kez kronik lenfoblastik 1osemide (KLL)
miRNA’larin insan kanserleriyle olan iligkisini ortaya koy-
muglardir [12]. Bu ilk caligmay1 takiben, miRNA’larin ¢esitli
kanserlerle iligkisini belirlemeye yonelik aragtirmalarin sayisi
giin gectikce artmaktadir.
miRNA’larin hem tiimor baskilayici (TB-miR) hem de onko-
gen (Onko-miR) olarak iglev goérmektedir. TB-miRNA’larin
diisiik diizeyde ifadelenmesi kansere neden olan genlerin ak-
tivasyonuna yol acmaktadir [13]. Ornegin, miR-15/16’lar B-
hiicre KLL'lerin %68’inde az veya hi¢ ifade edilememekte-
dir. Bu miRNA’larin hedefleri anti-apoptotik onkogen pro-
tein olan BCL-2’nin mRNA’sidir. miR-15/16’nin az ifade



edilmesi, onkoprotein olan Bcl-2’nin agiri ifadelenmesine ve
sonucunda kanser hiicrelerinin apoptoza girememesine yol
acarak hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde cogalmasina yani
kansere yol agmaktadir. Ayn1 sekilde onko-miRNA’larin asir1
ifadelenmesinde kanser olusumunda siklikla karsilagilmak-
tadur. Ornegin, Onko-miR, miR-21, akciger, meme, prostat,
KLL, kolon, bag boyun kanserleri gibi bir ¢cok kanser tiiriinde
agir1 ifadelenmesi hiicre proliferasyonuna yol acar [14]. Ayrica,
degismis miRNA ifade edilme diizeyleri, tiimoriin olugum
ve gelisim agamalari, proliferasyon kapasitesi ve vaskiiler
invazyon gibi 6nemli histopatolojik 6zellikleri i¢in biyomarker
olarak kullanilabilmektedir.

miRNA’lar, mRNA’lar1 hedef aldiklarindan kanserin erken
tanisinda ve tedavi amacli uygulamalarin gelistirilmesinde
onemli faydalar saglayacagi gercegi ortaya ¢cikmustir [10].

Bu calismada, prostat kanserli hastalardan elde edilen ifade
verileri kullanilarak, birlikte c¢alisan veya benzer calisan
mikroRNA’larin  analizi yapilmigtir. Kiimelerin biyolojik
olarak anlamliligini degerlendirmek icin TAM sunucusu [5]
kullanilmigtir. Bu analiz sonucunda hangi mikroRNA’larin
hangi fonksiyon, hangi kiime, hangi doku ve hangi hastalik
iligkisi iizerinde kiimelendigi degerlendirilmistir.

II. MATERYAL vVE METOTLAR
A. Veri Kiimesi

Calismada, NCBI (National Center for Biotechnology In-
formation) GEO DataSets’ inden GSE21036 deney numar-
ali, insan prostat kanseri verilerini iceren, 142 oOrnek ve
373 mikroRNA’dan olusan veri kiimesi kullanilmistir. Bu-
rada, 218 hastanin prostat tiimoriinde 5 yillik takibi ile ek-
son yeniden sekanslama, DNA kopya sayisi, mRNA ve mi-
croRNA ifadesinin, birincil veya metastatik prostat kanseri
degerlendirmesi raporlanmistir [2].

B. Hiyerarsik Kiimeleme

Hiyerarsik kiimeleme yontemleri, kiimelerin bir ana kiime
olarak ele alinmasi ve sonra asamali olarak icerdigi alt
kiimelere ayrilmasi veya ayri ayr1 ele alinan kiimelerin agamali
olarak bir kiime biciminde birlestirilmesi esasina dayanir.
Hiyerarsik kiimeleme yontemlerinin ¢iktilart dendrogramlar ile
sunulmaktadir. Birlestirici ve ayristirict hiyerarsik kiimeleme
yontemleri en yakin komgu algoritmasimi ve en uzak komsu
algoritmasimi kullanmaktadir. Bu calismada nesne yonelimli
birlestirici hiyerarsik kiimeleme modeli gelistirildigi i¢in en
yakin ve en uzak komsu algoritmalar1 kullanilmaktadir.

C. Uygulama Yontemi

Veri kiimesine once hiyerargik kiimeleme algoritmasi uygu-
lanmigtir. Yakin ve uzak komsulari belirlemek i¢in Euclidean
Distance (Oklit Uzaklik) bagintisi, kiimeler arasindaki orta-
lama uzakligin en diisiik degerini temel alan Average (Orta-
lama Baglant1) baglantis1 kullanilmigtir. Hiyerarsik kiimeleme
ile veri kiimesinin 5 kiimeye ayrilmasi hedeflenmistir. Bu
kiimelerden en yiiksek seviyedeki 3 kiime ele alinip analiz
edilmigtir. Kiimeleme sonuglart ile veri kiimesinin Dendro-
gram (Kiime agac1)’ 1 olugturularak, veri kiimesindeki ornekler

ile miRNAlarin ifade degerlerinin renk olarak temsil edildigi
Sicaklik Haritast (Heat Map) grafigi cizilmistir. En yiiksek
degerli 3 kiimeden elde edilen mikroRNA’lar se¢ilip, TAM
sunucusu ile analizi yapilmistir.

III. BULGULAR

Veri kiimesine hiyerarsik kiimeleme algoritmasi uygulan-
mast sonucu 373 mikroRNA’nin 5 kiimeye dagilimi1 Tablo I’de
gosterilmistir. Tabloya gore, 1. ve 5. kiimelerdeki mikroRNA
dagilimi daha az goriinmektedir. Caligmada, en yitksek miRNA
sayisina sahip ilk ii¢c kiime olan 2.kiime, 3. kiime ve 4. kiime
analiz edilmek icin secilmistir.

Kiime miRNA  sayisi
1. Kiime 29 8
2. Kiime 130 35
3. Kiime 136 36
4. Kiime 77 21
5. Kiime 1 0

Tablo I : Kiimelerin dagilimi

Hiyerarsik kiimeleme sonucunda ortalama baglantili den-
drogram Sekil 1’ de gosterilmistir.

Fig. 1: Sekil 1: Ortalama baglantili dendrogram

En ¢ok miRNA igeren 3.kiime i¢in sicaklik haritas1 Sekil 2’
de gosterilmisgtir.
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Fig. 2: Sekil 2: Sicaklik Haritas1 (Heat Map)
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Elde edilen hiyerarsik kiimeleme sonucunda en belirgin 3
kiime icin fonksiyonel zenginlestirme analizi yapilmistir. Bu
amagla TAM (Tool for annotations of miRNAs) adi verilen



ara¢ kullanilmigtir.

TAM, insan mikroRNA’lar1 hakkinda bilgi vermek icin olus-
turulmus bir aractir. TAM, cesitli kurallara gore farki kiimeler
halinde miRNA’lar ile entegre edilmistir ve miRNA listeleri
arkasinda biyolojik anlamli fonksiyonlar ile aragtirmalar saglar
[4].

Verilen herhangi bir miRNA listesi i¢in TAM; mikroRNA
ailelerinin zenginlestirilmesini veya seyreltilmesini belirler,
zenginlestirilmis veya seyreltilmis mikroRNA kiimelerini
kesfeder, zenginlestirilmis veya seyreltilmis mikroRNA iligkili,
hastalik, fonksiyon veya dokular1 belirler.

TAM, 413 farkli mikroRNA’dan olugan 238 mikroRNA kiimesi
icermektedir [5]. Bu ii¢ kiimeden elde edilen 343 mikroRNA,
TAM sunucusuna yiiklenerek, analiz edilmis ve sonuglar 4 kat-
egori altinda listelenmistir. Bu sonu¢lar EK-2° de verilmigtir.
Sonuglara gore P-Value degeri 0.05 ‘den kiigiik olanlar
miRNA’larin etki ettigi, anlamli sonuglar olarak deger-
lendirilmigtir.

Kiime kategorisi incelendiginde, hsa-mir-106a, hsa-mir-17 ve
hsa-mir-188 kiimeleri anlamli degerler vermistir (p < 0.05).
Aile kategorisi incelendiginde, mir-15, mir-17, mir-181, mir30,
mir-8 aileleri anlamli degerler vermistir (p < 0.05).
Fonksiyon kategorisi incelendiginde, Akt pathway, Angiogen-
esis, Apoptosis, Bone regeneration, Cell cycle related,Cell
differentiation, Cell proliferation, Granulopoiesis, HCV infec-
tion, HIV latency, Hormones regulation, Human embryonic
stem cell (hESC) regulation, Immune response, Inflammation,
Muscle development, cell proliferation(Hwang etal BJC2006),
immune system(Xiao’s Cell2009), miRNA tumor suppressors
ve onco-miRNAs degerlerinin anlamli oldugu tespit edilmistir
(p < 0.05).

Insan microRNA Hastalik Veritaban: (Human MicroRNA Dis-
ease Database -HMDD) kategorisi incelendiginde, ACTH-
Secreting Pituitary Adenoma, Adenocarcinoma, Adreno-
cortical Carcinoma, Alzheimer Disease, Autistic Disorder,
Azoospermia, Breast Neoplasms, Carcinoma Hepatocellu-
lar, Carcinoma Renal Cell, Cardiomyopathy Hypertrophic,
Colonic Neoplasms, Colorectal Neoplasms,Endometriosis,
Glioma, Head and Neck Neoplasms, Heart Failure, Hema-
tologic Neoplasms, Hepatitis B,Hepatitis C Chronic,Hodgkin
Disease, Leukemia, Leukemia B-Cell, Leukemia Lympho-
cytic Chronic B-Cell, Leukemia Myeloid, Leukemia Myeloid
Acute, Leukemia-Lymphoma Adult T-Cell,Liver Neoplasms,
Lung Neoplasms,Lupus Vulgaris, Lymphoma, Lymphoma B-
Cell, Marek Disease, Medulloblastoma, Melanoma, Muscu-
lar Disorders Atrophic, Myeloproliferative Disorders, Neo-
plasms, Neurodegenerative Diseases, Ovarian Neoplasms,
Pancreatic Neoplasms, Polycythemia Vera, Precursor B-Cell
Lymphoblastic Leukemia-Lymphoma, Precursor Cell Lym-
phoblastic Leukemia-Lymphoma, Prostatic Neoplasms, Pso-
riasis, Retinal Degeneration,Retinal Neovascularization, Sali-
vary Gland Neoplasms, Schizophrenia, Stomach Neoplasms,
Thyroid Neoplasms, Urinary Bladder Neoplasms ve Uterine
Cervical Neoplasms degerlerinin anlamli oldugu ortaya ¢ik-
mistir (p < 0.05).

Son olarak doku kategorisi incelendiginde, Adrenal, Brain,

Heart Muscle, Placenta ve Testicle degerleri elde edilmistir
fakat bu degerler anlamli degerler degildir ciinkii p degeri
0.05’ten biiyiik ¢ikmusgtir.

IV. SONUC VE TARTISMA

MikroRNA’larin kiimelenmesiyle ilgili ¢cok fazla caligma

yoktur. Bu ¢aligmada spesifik bir kanser tiiriine 6zgii hiyerarsik
miRNA kiimeleri elde edilmistir.
Elde edilen kiimelerin biyolojik olarak anlamli oldugu dogru-
lanmigstir. Bu yaklagimin miRNA — kanser iligkilerinin anlasil-
masinda ve klinik uygulamalara rehberlik etmek iizere faydali
olacag1 goriilmiigtiir.
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