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ABSTRACT 

Yalbır E. Investigation of the Effect of MiRNA-223 Expression on HDL Cholesterol 

Level. Yeditepe University Healt Sciences Institude, Department of Molecular 

Medicine. Master Thesis. İstanbul, 2018.  

 In this study, it was aimed to investigate the effect of miRNA 223 expression on 

HDL cholesterol level. miRNA 223 is thought to be used as a biomarker for coronary 

artery diseases, atherosclerosis and cardiovascular diseases by acting on the level of 

plasma HDL cholesterol. The study groups were determined according to their HDL 

cholesterol levels. 45 subjects were selected with an HDL level higher than 40 mg/dl as 

a control group and 45 subjects were selected with an HDL level lower than 40 mg/dl as 

a patient group. Expression levels of miRNA 223 between the two groups were 

determined by real-time PCR and statistical analysis of the obtained data was 

performed. miRNA 223 expression levels of two groups were compared with each other 

by using  two independent sample student t test but no statistically significant difference 

was observed. Furthermore, according to the ROC analysis results, it was concluded 

that miRNA 223 expression level could not be evaluated as a threshold value and 

miRNA 223 had no effect on HDL cholesterol level and also it was not an effective 

biomarker for coronary artery, atherosclerosis and cardiovascular diseases. However, 

when the relationship between miRNA 223 expression level and fold change with all 

lipid values was analyzed by using the bivariate Pearson correlation test, it was shown 

that there were positive and negative correlations between miRNA 223 expression 

levels and fold change with plasma cholesterol level, LDL cholesterol level and HDL 

cholesterol level. 

Key Words: miRNA 223, HDL Cholesterol, Coronary Artery Disease 
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ÖZET 

Yalbır E. MiRNA-223 ifade düzeyinin HDL kolesterol seviyesi üzerine etkisinin 

araştırılması. Yeditepe Üniversitesi Sağlık Bilimleri Enstitüsü, Moleküler Tıp 

Anabilim Dalı. Yüksek Lisans Tezi İstanbul, 2018.  

 Bu çalışmada koroner arter hastalıkları, ateroskleroz ve kardiyovasküler 

hastalıklar için biyobelirteç olabileceği düşünülen miRNA 223 ifade düzeyinin HDL 

kolesterol seviyesi üzerine etkisinin araştırılması amaçlanmıştır. Çalışma grupları 

bireylerin HDL kolesterol seviyelerine göre HDL seviyesi 40 mg/dl’nin üstünde 

(kontrol) olan 45 kişi ve 40 mg/dl'nin altında (hasta) olan 45 kişi ile oluşturulmuştur. İki 

grubun arasındaki miRNA 223 ifade düzeyleri gerçek zamanlı PZR ile belirlenmiş ve 

elde edilen verilerin istatistiksel analizi yapılmıştır. Yapılan ikili bağımsız örneklem 

student t testi ile iki gruba ait miRNA 223 ifade düzeyleri karşılaştırılmış ancak 

istatistiksel olarak anlamlı bir fark görülmemiştir. Ayrıca yapılan ROC analizi 

sonuçlarına göre de miRNA 223 ifade düzeyinin eş ik değer olarak 

değerlendirilemeyeceği ve miRNA 223’ün HDL kolesterol seviyesi üzerine etkisinin 

olmadığı ve koroner arter, ateroskleroz ve kardiyovasküler hastalıklar için etkin bir 

biyobelirteç olmadığı kanısına varılmıştır. Ancak miRNA 223 ifade düzeyi ve kat 

değişimi ile tüm lipid değerleri arasındaki ilişki ikili değişkenli Pearson korelasyon testi 

kullanılarak analiz edildiğinde miRNA 223 ifade düzeyleri ve kat değişimi ile plazma 

kolesterol düzeyi, LDL kolesterol düzeyi ve HDL kolesterol düzeyi arasında pozitif ve 

negatif korelasyonlar olduğu gösterilmiştir.  

Anahtar kelimeler: miRNA 223, HDL Kolesterol, Koroner Arter Hastalığı 
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1. GİRİŞ VE AMAÇ 

 Plazma kolesterol konsantrasyonu, bireylerde ve topluluklarda ateroskleroz ve 

özellikle koroner kalp hastalığının gelişiminde belirgin bir risk göstergesidir (1). 

Gelişmiş ülkelerde ateroskleroz komplikasyonları ile birlikte önde gelen koroner kalp 

hastalıkları morbidite ve mortalite nedenidir. Türkiye'de Erişkinlerde Kalp Hastalığı ve 

Risk Faktörleri Sıklığı Taraması (TEKHARF) verilerine göre ülkemizde koroner arter 

hastalığı (KAH) görülme sıklığı 45-54 yaş grubunda %6, 55-64 yaş grubunda yaklaşık 

%17, 65 yaş ve üzerindeki bireylerde ise %28 düzeyine  kadar yükselmektedir (2).  

 Ateroskleroz kan damarlarında oluşan plaklar nedeniyle damar daralmasına ve 

kan akışının aksamasına neden olan damar sertleşmesi olarak da adlandırılan bir 

durumdur. Plak oluşumu, lipid ve kolesterol taşınma mekanizmasında oluşabilecek 

aksaklıklar ve karaciğer tarafından kolesterol homeostazının dengede tutulamaması 

sonucu gerçekleşebilir. Damar endoteline alınan kolesterol ve lipidler zamanla damar 

içinde birikerek ateromları oluşturur. Zamanla aşınan ve yırtılan ateromlardan çıkan 

kolesterol parçacıkları ise daha dar olan damarları tıkayarak damar tıkanması gibi hayati 

tehlike yaratabilecek kardiyovasküler hastalıklara neden olur. HDL plazma 

lipoproteinleri ters yönde kolesterol taşıma sistemi ile ateroskleroz ve koroner arter 

hastalıklarına karşı koruyucu etki gösterir. HDL parçacıkları damar endotelinden ve 

oluşan köpük hücrelerinden aldığı kolesterolü karaciğere geri taşıyarak plak oluşumunu 

engeller.  

 mikroRNA’lar (miRNA) yaklaşık 19-25 nükleotid uzunluğunda tek zincirli bir 

RNA molekülüdür ve gen ifadesinin düzenlenmesinde önemli bir rol oynarlar. 

miRNA’lar, DNA’da transkripsiyonu yapılan ancak translasyonu yapılmayan genler 

tarafından kodlanır. miRNA’lar son yıllarda yapılan çalışmalar ile genler ve 

transkripsiyon üzerindeki etkilerinin keşfi ile araştırmalarda odak noktası haline 

gelmeye başlamıştır (3). miRNA’ların apoptozdan hücre bölünmesine, hücre 

farklılaşmasına, kanserden kalp hastalıklarına kadar birçok hastalığın biyolojik ve 

fizyopatojisinin aydınlatılmasında ve kişisel tıp alanında epigenetik mekanizmaların 

belirlenmesinde önemli bir biyobelirteç özelliği taşıyacakları düşünülmektedir (4).  

 Yapılan çalışmalarda mikroRNA 223’ün lipid ve kolesterol mekanizmasında 

etkili genlerin ifade düzeylerinin regülasyonunda önemli rol oynadığı gösterilmiştir. 



Özellikle, kolesterolün ters taşınmasını sağlayan HDL lipoproteini ve miRNA 223 

arasındaki ilişki göz önüne alındığında, miRNA 223’ün HDL metabolizmasını ne 

şekilde etkilediği ve koroner kalp hastalığı için bir biyobelirteç olup olamayacağı odak 

noktası haline gelerek bu konuda yapılan çalışmalar günümüzde gittikçe artmaya 

başlamıştır.  

 Yapılan literatür taramalarında günümüze kadar yapılmış bir çok çalışmanın 

hücre kültürü düzeyinde sürdürüldüğü, in vivo çalışmaların ise fareler üzerinde 

yapıldığını görmekteyiz. Ancak bugüne kadar ateroskleroz tanısı konmuş hastalarda 

miRNA 223 ve HDL ifade düzeyine etkisi ile ilgili yapılmış fazla çalışmaya 

rastlanmamıştır.  

 Bu çalışmada koroner arter tanısı konmuş hastalardan ve sağlıklı kişilerden 

alınan örnekler ile Türk Kardiyoloji Derneğinin belirlemiş olduğu referans HDL plazma 

düzeyi olan 40 mg/dl’den düşük ve yüksek değerlere sahip kişilerden oluşturulan iki 

grup kullanılarak, miRNA 223 ifade düzeyinin HDL kolesterol seviyesi üzerine 

etkisinin araştırılması amaçlanmıştır.  
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. MikroRNA’lar Hakkında Genel Bilgiler 

 1993 yılında keşfedilen ilk mikroRNA (miRNA) olan Lin-4, Lee ve arkadaşları 

tarafından Caenorhabditis elegans (C.elegans) organizması kullanılarak keşfedilmiştir. 

2001 yılında ise C.elegans’tan sonra omurgalı canlılarda ilk kez miRNA’lar 

keşfedilmiştir (5-7). İlk kez 1993'teki keşfinden günümüze, gen düzenlemesinde 

miRNA’ların önemi gittikçe takdir kazanmış ve günümüzde miRNA biyolojisi, miRNA 

sentezi ve miRNA’ların gen ekspresyonlarına etkileri büyük bir ilgi alanına girmiştir 

(8,9). Son yıllarda yapılan miRNA araştırmaları hızlı bir artış göstermiş (Şekil 2.1-1) ve 

çalışmalar sonucu alınan verilerde miRNA’ların hücresel proseslerde aracı moleküller 

oldukları gösterilmiştir (10).  

Şekil 2.1-1. Yıllara Göre Literatürde miRNA’ların Aranma Sonuçları (10). 

Son  yıllarda  yapılan  tüm  genom  çalışmalarında,  insan  genomunun  binlerce 

kodlanmayan RNA transkribe ettiği ortaya konulmuştur. En sık çalışılan kodlanmayan 

RNA çeşitleri  ise  başta  mikroRNA (miRNA)’lar  olmak  üzere,  P-element  induced 

Wimply Testis (PIWI) etkileşen RNA (interacting RNAs: piRNA)’lar, küçük müdahale 

eden RNA (small interfering RNAs: siRNA)’lar ve diğer uzun kodlanmayan RNA (long 

noncoding RNA: lncRNA)’lardır (11).
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MikroRNA’lar genomun hem intergenik hem de genik bölgelerinden transkribe 

edilen, 19-25 nükleotid uzunluğunda, kısa, tek zincirli ve protein kodlamayan bir RNA 

çeşididir.  MiRNA’lar  transkripsiyonel  ve  post-transkripsiyonel  seviyede  negatif  gen 

düzenleyici  olarak  görev  yaparlar  (12,13).  miRNA'lar  konakçı  gen  öncü  bölgeleri 

(promoter) ile birlikte transkribe edilebilir ya da kendi spesifik öncü bölgelerine sahip 

olabilirler (14).

 Son yapılan çalışmalar insan genomunun yaklaşık %3’ünü oluşturan çeşitli 

miRNA’ların protein kodlayan genlerin yaklaşık %60’ının düzenlenmesinde görev 

aldığını göstermektedir (15,16). miRNA’lar hedef mRNA’ların çevrilmeyen (transkribe 

olmayan) 3’ ucunda bulunan spesifik bağlanma bölgeleriyle eşleşerek gen 

ekspresyonunu düzenler (17). Hedef mRNA’ların 3’UTR bölgesinde bulunan yaklaşık 

2-8 bazlık kısımları ile miRNA’ların 5’ uçlarında bulunan bazlar eşleşme yaparak 

bağlanırlar. Tek bir miRNA için birden fazla hedef mRNA olabildiği gibi tek bir  

mRNA’yı hedef alan birden fazla miRNA da olabilmektedir (15,18). miRNA’lar 

kendilerini kodlayan genlerdeki bazı varyasyonlardan negatif etkilenerek ilişkili 

oldukları protein sentez regülasyonunu da etkiler ve çeşitli hastalıkların da ortaya 

çıkmasına neden olabilirler (19). Günümüzde  miRNA’lar ile yapılan tüm bu çalışmalar 

sonucunda miRNA’ların bazı hastalıkların erken teşhisinde biyobelirteç olarak 

kullanılabileceği tespit edilmiş ve tanı amaçlı yaygın olarak kullanılmaya başlanmıştır. 

miRNA’ların  biyogenezi  üç  basamakta  gerçekleşmektedir  (Şekil  2.1-2).  İlk 

basamakta RNA polimeraz II  tarafından miRNA genlerinden genellikle boyut olarak 

birbirinden farklı, çift zincirli, uzun primer miRNA (pri-miRNA)’lar sentezlenir (20). 

İkinci  basamakta  pri-miRNA’lar  hücre  çekirdeğinde,  RNaz  III  enzim  ailesinden  bir 

endonükleaz olan ve mikroişlemci kompleks olarak da adlandırılan Drosha ve kofaktörü 

olan çift  zincirli  RNA bağlama proteini  DGCR8 ((DiGeorge Sendromu Kritik bölge 

Geni 8 = DiGeorge Syndrome Critical Region Gene 8) ile kesilerek 70-100 nükleotid 

uzunluğundaki  prekürsör  miRNA  (pre-miRNA)’lara  dönüştürülürler  (21).  Üçüncü 

basamakta  ise  sitoplazmada  olgun  miRNA’ların  oluşumu  gerçekleşir,  ancak  bu 

basamağın  gerçekleşebilmesi  için  hücre  çekirdeğinde  oluşturulan  pre-miRNA’lar  bir 

nüklear  taşıma  reseptörü  olan  eksportin  5’e  bağlanarak  sitoplazmaya  taşınır.  Pre-

miRNA’lar sitoplazmada bulunan ve RNaz III enzim ailesinden bir endonükleaz olan 

Dicer  ve  TRBP  (Transaktive  edici  yanıt  oluşturan  RNA  bağlanma  proteini  = 
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Transactivating Response RNA Binding Protein) tarafından kesilerek 18-24 nükleotid 

uzunluğunda çift  zincirli  olgun miRNA’lara  dönüştürülür  (miRNA/miRNA dubleksi) 

(22).  miRNA dubleksi  Dicer  tarafından  kesildikten  sonra  tek  zincirli  miRNA’lardan 

yalnızca biri (kılavuz iplik = guide strand) Argonaute (AGO) içeren RISC (İndüklenmiş 

RNA susturma kompleksi = RNA induced silencing complex)’e bağlanırken, diğer tek 

zincirli miRNA (yolcu iplik = passenger strand) ise yıkılır. Kılavuz iplik ve RISC’in 

etkileşime girmesi ile hedef mRNA’nın susturularak protein sentezinin baskılanması ya 

da  mRNA yıkımı  başlamış  olur.  Böylece,  hedef  mRNA ifadesi  posttranskripsiyonel 

düzeyde düzenlenir (23-26).

Şekil 2.1-2. MikroRNA Biyogenezi  (27). 
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2.2. MikroRNA 223 Hakkında Genel Bilgiler 

 miRNA'ların fizyolojik ve patolojik durumlarda birçok işlevi vardır ve bazı 

miRNA’ların da lipid homeostazı üzerinde önemli etkilerinin olduğu gösterilmiştir 

(28-30). Son birkaç yılda yapılan çalışmalar ile, lipoprotein metabolizmasının 

kontrolünde özellikle miRNA33, miRNA122 ve miRNA223’ün önemli rol oynadığı 

tespit edilmiştir (31).  

MikroRNA  223  (miRNA  223)’ün,  monosit  farklılaşmasını  kontrol  ettiği, 

monositlerde  ve  makrofajlarda  çok  sayıda  inflamatuvar  geni  düzenlediği  daha  önce 

ortaya konulmuştur  (32,33).  Bununla birlikte,  biyoinformatik verilerine bakıldığında, 

miRNA  223'ün  lipid  ve  kolesterol  metabolizması  ile  ilişkili  pek  çok  genin 

düzenlenmesinde rol aldığı ortaya konulmuştur (34).

 miRNA 223 X kromozomunun q12 kolunda bulunan (Şekil 2.2-1) ve insanda 22 

nükleotid uzunluğunda olan bir miRNA’dır (Şekil 2.2-2). 

Şekil 2.2-1. miRNA 223’ün kromozomal lokasyonu  (35). 
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Şekil 2.2-2. miRNA 223’ün Farklı Canlılardaki Nükleotid Dizisi  (35). 

İlk olarak yapılan çalışmalar her ne kadar miRNA 223'ün myeloid hücrelerle 

sınırlı  olduğu  bildirilmiş  olsa  da  (36),  fonksiyonel  miRNA  223  ekspresyonunun 

hepatositler  de dahil  olmak üzere myeloid olmayan hücre tiplerinde de gerçekleştiği 

birden fazla grup tarafından gösterilmiştir (37).

Hepatik  miRNA 223  düzeyleri  iskemik/reperfüzyon  hasarında  (119)  anlamlı 

olarak artmış ve hepatosellüler karsinomda azalma saptanmıştır (38).  

Kolesterol  metabolizmasının  düzenlenmesinde  görev  alan  miRNA’ların 

sayısının giderek artmasıyla birlikte miRNA 223’ün kompleks kolesterol metabolizması 

için  çok  yönlü  bir  merkezi  düzenleyici  olduğu  yapılan  çalışmalarla  gösterilmiştir 

(39,40). Vickers ve arkadaşlarının yaptığı çalışmada, miRNA 223 transkripsiyonunun ve 

olgunlaşan seviyelerin hücre içi kolesterol değişimlerine duyarlı olduğu, miRNA 223'ün 

kolesterol  biyosentezini,  alımını  ve  akışını  düzenlediği  ve  böylece  onu  kolesterol 

metabolizmasının kritik bir post-transkripsiyonel düzenleyici koordinatörü olarak ortaya 

koyduğu gösterilmiştir (41).

 miRNA 223 promotör aktivitesi ve olgun miRNA 223 ekspresyon seviyeleri, 

fare makrofajları ve insan hepatom hücrelerindeki hücresel kolesterol durumlarıyla 

bağlantılıdır (42). İnsanlarda, miRNA 223’ün SCARB1 genini direkt baskılayarak HDL 

kolesterol alımını düzenlediği ve 3-hidroksi-3-metiltrasit-CoA sentaz 1 (HMGCS1) ve 

metilsterol monooksigenaz 1'i (SC-4MOL) hedefleyerek kolesterol sentezini inhibe 

ettiği gösterilmiştir. Bununla birlikte, miRNA 223 dolaylı olarak ABCA1 (ATP 

Bağlayıcı Kaset Taşıyıcıları = ATP Binding Casette Transporter) gen ekspresyonunu 

Sp3 aracılığı ile yükselterek hücresel kolesterol akışını arttırır. miRNA223’ün genetik 

�7



olarak kaybının ise artmış HDL kolesterol düzeyleri ve parçacık boyutunun yanı sıra 

hepatik ve plazma total kolesterol düzeylerinde artışa neden olduğu saptanmıştır. Bu 

sonuçlar doğrultusunda miRNA223’ün kolesterol biyosentezinde, kolesterol alımında 

ve çoklu genlerin doğrudan ve dolaylı yoldan düzenlenmesiyle kolesterol 

regülasyonunda aktif rol oynadığı gösterilmiştir (43). Bazı miRNA'lar insan 

plazmasından saflaştırılmış HDL fraksiyonlarında bulunmuştur (115). Bu miRNA’lar 

arasında miktarı en yüksek olanı ise miRNA223’tür. HDL parçacıklarının hedef alıcı 

hücrelere miRNA223 taşıdığı ve SR-B1 (Scavenger Reseptörü) yoluyla miRNA223 

hedef gen ifadesinde önemli bir azalmaya aracılık edebildiği gösterilmiştir (Şekil 2.2-3). 

Aynı zamanda, HDL’den türeyen miRNA223’ün endotel hücrelerine aktarılabildiği ve 

hücre içi adhezyon molekülü 1’i (ICAM-1=Intracellular Adhesion Molecule 1) inhibe 

edebildiği, böylece monosit yapışmasını ve iltihaplanmayı azalttığı da saptanmıştır (44). 

Bu bulgular ile HDL kolesterolün anti-inflamatuvar etkileri açıklanabilir (45). Ono ve 

arkadaşlarının yaptığı insan kanından izole edilen HDL'ye bağlanmış miRNA'ları analiz 

eden çalışmada, HDL’ye bağlanan miRNA’lardan konsantrasyonu en yüksek olanın 

miRNA223 olduğu gösterilmiştir (46).  

Şekil 2.2-3. Yüksek yoğunluklu lipoprotein (HDL) kolesterol (HDL-C) 
metabolizmasında mikroRNA'ların (miRNA) düzenlenme mekanizmaları  (47). 
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 Dislipidemi ve buna bağlı metabolik bozukluklar dünya genelinde endişe verici 

bir oranda artmaya devam etmekte ve artmış kardiyovasküler hastalık riski ile 

ilişkilendirilmektedir. Yüksek plazma seviyeli düşük yoğunluklu lipoprotein kolesterol 

(LDL-C = Low Density Lipoprotein Cholesterol), koroner arter hastalığı (KAH) için 

önemli bir risk faktörüdür. Birincil ve ikincil klinik müdahale çalışmalarına göre, 

kolesterol biyosentezini inhibe eden statinlerle [3-hidroksi-3-metilglutaril koenzim A 

(HMG-CoA) redüktaz (HMGCR) inhibitörleri] terapi yapılmasının LDL kolesterol 

seviyelerini etkili bir şekilde azalttığı ve kanıtlandığı gibi koroner arter hastalığı riskini 

önemli ölçüde azalttığı gösterilmiştir (48,49). Ancak, yüksek dozda statin ile tedavi 

edilen hastaların hala önemli kardiyovasküler hastalık riski altında oldukları da 

çalışmalar sonucu gösterilmiştir (50,51). 

2.3. Kolesterol Metabolizması  

 Kolesterol hayvansal dokularda bulunan bir steroid alkol yani steroldür ve 

vücutta bir takım temel işlevleri yerine getirir. Kolesterolün temel işlevleri arasında tüm 

hücre membranlarının yapısal bileşeni olması ve hücre akışkanlığını modüle etmesi, ve 

özel dokularda safra asitleri, steroid hormonlar ve D vitamini sentezine öncülük etmesi 

sayılabilir. Bu nedenle vücutta bulunan doku ve hücrelerin gerekli miktarda kolesterole 

sahip olmaları gerekmektedir. Vücuttaki kolesterol homeostazının düzenlenmesi 

karaciğer tarafından yapılır. Diyetle alınan kolesterolün yanı sıra, vücutta bulunan 

ekstrahepatik hücreler tarafından de novo olarak sentezlenen kolesterol de karaciğerde 

bulunan kolesterol havuzuna giriş yapar. Kolesterol, safra içinde değişikliğe uğramadan 

karaciğerden atılır ya da safra tuzlarına dönüştürülerek bağırsak lümenine salgılanabilir. 

Bunun yanında kolesterol periferik dokulara gönderilen plazma lipoproteinlerinin bir 

parçası olarak da karaciğerden çıkabilir. İnsanlarda, kolesterolün karaciğere alımı ve 

karaciğerden diğer dokulara gönderilmesi arasındaki denge bazı durumlarda 

sağlanamamakta ve akıbeti belli olmayan kolesterol dokularda, özellikle kan 

damarlarının endotel tabakasında kademeli bir şekilde birikerek plak oluşumuna neden 

olmaktadır. Plak oluşumu, kan damarlarının daralmasına (ateroskleroz) neden olarak 

kardiyovasküler ve periferik damar hastalıklarının riskini arttırarak hayati tehlike 

oluşturan bir durumdur (52). 
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 Kolesterol yapısı steroid çekirdeği olarak adlandırılan dört hidrokarbon 

halkasından (A,B,C,D) oluşan, 27 karbonlu, oldukça hidrofobik bir bileşiktir. D 

halkasında bulunan 17. karbona bağlı sekiz karbonlu dallı hidrokarbon zinciri 

bulundurur. A halkasında bulunan 3. karbonda ise biri hidroksil grubu bulunur. B 

halkasının 5. ve 6. karbonu arasında ise çift zincir bulunduran bir yapıdadır (Şekil 

2.3-1).  

 

Şekil 2.3-1. Kolesterol ve Kolesteril Ester Yapısı  (53). 

 Çoğu plazma kolesterolü 3. karbona bağlı yağ asidi içererek esterleşmiş halde 

bulunur. Esterleşmiş kolesterol ise yapıyı serbest (esterleşmemiş) kolesterolden daha 

hidrofobik yapar. Kolesteril esterler hücre membranlarında bulunmaz ve çoğu hücrede 

düşük seviyelerde bulunurlar. Kolesterol ve kolesteril esterleri hidrofobiklikleri 

sebebiyle, dolaşımda bir lipoprotein parçacığı ile taşınmalıdır ya da safrada bulunan 

fosfolipidler ve safra tuzlarıyla çözünebilir hale getirilmelidir (52). 

 Kolesterol, uzun zincirli yağ asitlerinin sentezlenmesi gibi asetil-KoA’dan 

sentezlenir. Sentez, dört aşamada gerçekleşir; 1. aşamada üç asetat birimi altı karbonlu 

bir ara ürün olan mevalonatı oluşturmak üzere yoğunlaşır; 2. aşamada mevalonat aktif 

izopren birimlerine dönüştürülür; 3. aşamada 30 karbonlu lineer skualen oluşturmak 
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üzere altı adet 5 karbonlu izopren birimi polimerleştirilir; 4. aşamada ise skualen halka 

yapısına geçerek steroid çekirdeğinde bulunan dört hidrokarbon halkasını oluşturur, 

ayrıca oksitlenme, metil gruplarının uzaklaştırılması veya migrasyonu gibi bir dizi 

değişiklik ile kolesterol sentezlenir (54). 

1. Aşama: Asetattan Mevalonat Sentezlenmesi 

 İki molekül asetil-KoA asetil-KoA asetil transferaz enzimi (tiolaz) yardımıyla 

birleşerek asetoasetil-KoA’yı oluşturur ve bu moleküle bir molekül asetil-KoA daha 

eklenerek, HMG-KoA Sentaz enzimi yardımıyla 6 karbonlu bir bileşik olan β-hidroksi-

β-metilglutaril-KoA (HMG-KoA) oluşturulur.  İki molekül NADPH molekülünün her 

biri iki elektron vererek,  HMG-KoA redüktaz enzimi ile HMG-KoA’yı mevalonata 

indirger. Bu basamak kolesterol sentezi için kontrol basamağı olarak kabul edilir (Şekil 

2.3-2) (54).   

Şekil 2.3-2. Asetil-KoA’dan Mevalonat Sentezlenmesi (54). 
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2. Aşama: Mevalonatın İki Aktif İzoprene Dönüştürülmesi 

 Kolesterol sentezinin bu evresinde üç ATP’den üç fosfat grubu mevalonat         

5-fosfotransferaz enzimi ile mevalonata transfer edilir. Oluşan 3-fosfo-5-

pirofosfomevalonat ara ürünündeki mevalonatın 3. karbonunda bulunan hidroksil 

grubuna bağlı fosfat iyi ayrılabilen bir gruptur. Sonraki aşamada bu fosfat ve yanındaki 

karboksil grubu beş karbonlu 𝚫³-izopentil pirofosfat molekülünde bir çift bağ 

oluşturarak beraber ayrılırlar. Oluşan molekül, kolesterol sentezindeki aktifleştirilmiş iki 

izopren molekülünden biridir. 3-izopentil pirofosfatın izomerleştirilmesiyle oluşan 

dimetilallil pirofosfat molekülü ise diğer aktif izopren molekülüdür (54).  

Şekil 2.3-3. Mevalonatın İki Aktif İzoprene Dönüştürülmesi  (54). 
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3. Aşama: Aktifleştirilmiş Altı İzopren Biriminden Skualen Oluşturulması 

 İzopentil pirofosfat ve dimetilallil pirofosfat birleşir ve bir pirofosfat grubu 

ayrılarak 10 karbonlu geranil pirofosfat oluşturulur. Oluşan geranil pirofosfat ile 

izopentil pirofosfat birleşerek 15 karbonlu bir ara ürün olan farnezil pirofosfatı 

oluşturur. Daha sonra oluşan farnezil pirofosfat başka bir farnezil pirofosfatla baş başa 

birleşerek, bir pirofosfat ayrılmasıyla, ve skualen sentaz enzimi yardımıyla 30 karbonlu 

skualeni oluşturur (54).  

 Şekil 2.3-4. Aktifleştirilmiş İzopren Birimlerinden Skualen Oluşturulması (54). 
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4. Aşama: Skualenin Dört Halkalı Steroid Çekirdeğine Dönüştürülmesi 

 Skualen monooksigenaz enzimi, bir O₂ molekülünden bir oksijen atomunu bir 

epoksit oluşturmak üzere skualen molekülünün ucuna ekleyerek skualen-2,3-epoksit 

molekülünü oluşturur. NADPH ise O₂ molekülünün diğer oksijen atomunu H₂O’ya 

indirger. Skualen-2,3-epoksit molekülünde buluna çift bağlar lineer yapıda olan skualeni 

halkasal yapıya dönüştürebilecek şekilde konumlanmıştır. Hayvan hücrelerinde 

gerçekleşen bu halkalı yapıya geçiş süreci steroid çekirdeğin dört halkasını bulunduran 

lanosterol oluşumuyla sonuçlanır. Lanosterolün oluşmasının ardından ise bazı metil 

gruplarının yer değiştirmesi ve bazı grupların ayrılmasını içeren yaklaşık 20 tepkime 

sonucu oluşan lanosterol kolesterole çevrilmiş olur (54). 

Şekil 2.3-5. Skualenin Dört Halkalı Steroid Çekirdeğine Dönüştürülmesi (54). 
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 Kolesterol ve kolesteril esterleri triaçilgliserol ve fosfolipidler gibi suda 

çözünmeyen moleküllerdir, ancak bu moleküllerin vücut içinde kan dolaşımı yardımı ile 

sentezlendiği dokulardan diğer doku ve hücrelere taşınması gerekmektedir. Bu 

moleküllerin taşınmalarını kolaylaştırmak için plazma lipoproteinleri ve spesifik taşıyıcı 

proteinlerden oluşan makromolekül kompleksleri olan apolipoproteinler kullanılır.  

2.4. Plazma Lipoproteinleri 

 Lipoproteinler, protein ve lipidlerden oluşan globüler yapıdaki bileşimlerdir. 

Lipoproteinler amfipatik moleküller olup; iç kısmında trigliserid ve esterleşmiş 

kolesterol gibi hidrofobik moleküller bulunurken, dış kısmında kolesterol, fosfolipidler, 

proteinler ve reseptör bağlayıcı ve düzenleyici olarak görev yapan apolipoproteinler gibi 

hidrofilik moleküller yer almaktadır. Lipid moleküllerinin suda çözünürlüğü düşüktür 

ve bu yüzden kan dolaşımına tek başlarına katılamazlar. Lipoproteinler suda 

çözünürlükleri düşük olan lipid moleküllerini hidrofobik iç kısımlarında taşıyarak kan 

dolaşımına katılmasını sağlarlar. Lipoproteinler yoğunluklarına göre en hafiften (en çok 

lipid, en az protein) en yoğun olana doğru şilomikronlar, çok düşük yoğunluklu 

lipoproteinler (VLDL: Very Low Density Lipoprotein), orta yoğunluklu lipoproteinler 

(IDL: Intermediate Density Lipoprotein), düşük yoğunluklu lipoproteinler (LDL: Low 

Density Lipoprotein), ve yüksek yoğunluklu lipoproteinler (HDL: High Density 

Lipoprotein) olmak üzere sıralanırlar (Şekil 2.4-1) (55). 
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Şekil 2.4-1. Plazma Lipoproteinlerinin Yaklaşık Boyut ve Yoğunlukları (56). 

 Lipoproteinler boyutları, lipid kompozisyonları ve apolipoprotein içerikleri 

bakımından farklılık gösterirler (Şekil 2.4-2) (56). Bu özellikler, lipoprotein lipaz (LPL) 

(57), hepatik trigliserid lipaz (HTGL) (58), lesitin-kolesterol açiltransferaz (LCAT) 

(59,60) ve kolesteril ester transfer proteini (CETP) (61) gibi enzimlerin etkisiyle 

değişiklik gösterebilir. Apolipoproteinler bu enzimlerin aktivitelerinin düzenlenmesinde 

görev alırlar ve farklı lipoprotein sınıfları arasında geçiş yapabilirler. Ayrıca 

apolipoproteinler lipoproteinlerin dayanıklılığını arttırmanın yanı sıra lipoprotein 

metabolizmasının düzenlenmesinde etki gösterirler. Apolipoproteinler, membran 

lipoprotein reseptörlerine bağlanarak lipoproteinlerin hücre alımını kontrol eder. Ayrıca 
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lipoproteinler dokular arasındaki trigliserid (TG) dağılımını sağlayarak metabolizmaya 

katkıda bulunurlar. Ayrıca, hücre dışı bir depo ve kolesterol taşınması için bir araç 

olarak kullanılırlar. Lipoprotein metabolizmasındaki anormallikler aterogenez, obezite, 

insülin direnci ve diyabet açısından önemlidir (62). 

Şilomikronlar: 

 Şilomikronlar 75-1200 nm çaplı, yapısında %1-2 oranında protein ve %98-99 

oranında lipid bulunduran ve ince bağırsak mukoza hücreleri tarafından üretilen 

lipoproteinlerdir. Şilomikronlar tarafından taşınan başlıca apolipoproteinler apoB-48, 

apoA-I, apoA-II ve apoA-IV’tür. Diyetle vücuda alınan trigliseridler, besinsel lipidler, 

kolesterol ve kolesterol esterleri şilomikronlar tarafından periferik dokulara taşınırlar.  

Periferik dokulara taşınan trigliseridler, bu dokularda bulunan lipoprotein lipaz (LPL) 

enzimi tarafından hidroliz edilerek serbest yağ asitlerine dönüşürler. Ortaya çıkan yağ 

asitleri dokular tarafından emilirken gliserol kana karışır. İnce bağırsaklarda üretilen 

şilomikronlar ekzositoz yoluyla ince bağırsak lenf sistemine geçerek plazmaya ulaşırlar. 

Şilomikronlar plazmaya geçtikten sonra HDL ile etkileşerek apoE ve apoC-II ile 

birleşirler. Bu birleşme sonucu, dokulardaki LPL enzimi kofaktörü olan apoC-II 

sayesinde aktifleşerek trigliserid hidrolizinin başlamasına neden olur. Hidroliz sonucu 

oluşan yağ asitleri dokulara dağıtıldıktan sonra apoC-II tekrar HDL’ye geçer fakat apoE 

şilomikronlarda kalır ve apoE içeren bu lipoproteinlere ‘artık şilomikron’ denir. Artık 

şilomikronlar ise apoE ve apoB tarafından karaciğerde tutulur ve parçalanır. Bu sayede 

şilomikronlar tarafından taşınan kolesterol de karaciğere taşınmış olur (63). 

 

Şekil 2.4-2. Plazma Lipoproteinlerinin Şematik Yapısı (64). 
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VLDL: 

 Yoğunlukları 0,95-1,006 g/mL arasında olan plazma lipoproteinin bir alt 

grubudur. VLDL, karaciğerde üretilen ve tek başlarına kan dolaşımına katılamayan fazla 

trigliserid, fosfolipid, kolesterol ve kolesteril esterleri alarak kan dolaşımına katılır. 

VLDL tarafından yapılan bu taşınma ‘endojen lipid taşıma sistem’ olarak adlandırılır. 

Kan dolaşımı yoluyla taşıdığı molekülleri dokulara ileterek LDL’ye dönüşürler. 

VLDL’de bulunan apoB ve apoE apolipoproteinleri ile sağlam bir yapıya sahip olan 

VLDL’ler aynı zamanda bu apolipoproteinler sayesinde hücreler tarafından tanınarak 

endositoz yoluyla dolaşımdan çıkarılırlar. Yeni oluşan VLDL’de apoB-100 proteini 

bulunmaktadır. Yeni oluşmuş VLDL kan dolaşımına katıldıktan sonra HDL ile 

etkileşime geçerek apoC-II ve apoE proteinlerini edinir ve böylece olgunlaşmış VLDL 

olarak adlandırılır. VLDL’nin apoC-II proteinini edinmesi ile LPL enzimi aktifleşir ve 

taşınan trigliseridlerin yağ asitlerine hidrolizi başlamış olur. Oluşan yağ asitleri ihtiyaca 

göre hücre içine alınıp depolanır ya da enerji üretimi için kullanılır. Hidroliz sonrası 

VLDL tekrar HDL ile etkileşime geçerek apoC-II’yi HDL’ye geri verir ancak apoE 

VLDL’de kalır. Ayrıca, VLDL’de bulunan trigliserid ile HDL’de bulunan kolesteril 

esterleri arasında, kolesteril ester transfer proteini (CETP: Cholesteryl Ester Transfer 

Protein) kullanılarak değiş tokuş sağlanır. Bu değiş tokuş sonrası VLDL’nin yoğunluğu 

artarak ILD’yi oluşturur (65). Plazmada yüksek düzeyde VLDL’nin bulunması 

ateroskleroz riskini arttıran faktörler arasında gösterilir (66).  

LDL: 

 Yoğunlukları 1,019-1,063 g/mL arasında olan ve kanda kolesterol taşınmasını 

sağlayan lipoproteinlerdir. LDL plazma içinde taşıdığı lipidler dışında yapısında 

apoB-100 ve apoE apolipoproteinlerini barındırır. LDL’nin asıl görevi kolesterol ve 

trigliserid sentezleyen doku ve hücrelerden bu molekülleri alarak ihtiyacı olan doku ve 

hücrelere kan dolaşımı yolu ile taşınmalarını sağlamaktır. Vücuttaki toplam kolesterol 

miktarının yaklaşık olarak %70’ i LDL’ de bulunmaktadır. Bu yüzden plazmada yüksek 

düzeyde bulunan LDL’nin kalp hastalıkları ile arasında ilişki olduğu gösterilmiş ve 

‘kötü kolesterol’ olarak da anılmaya başlanmıştır (67). Ayrıca son yıllarda yapılan 

çalışmalara göre, LDL’de bulunan kolesterolün miktarından çok LDL’nin büyüklüğü ve 
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yoğunluğunun ateroskleroz riskini etkileyen bir faktör olduğu gösterilmiştir. Çok sayıda 

bulunan küçük LDL parçacıklarının ateroskleroz, kalp hastalıkları ve ölüm riskini daha 

çok arttırdığı saptanmıştır (68). 

HDL: 

 HDL karaciğerde üretilen ve dokulardan aldığı fazla kolesterolü kan dolaşımı 

yolu ile karaciğere taşıyan yüksek yoğunluklu lipoproteinlerdir. LDL’nin aksine HDL 

dokularda ve damarlarda biriken fazla kolesterolü vücuttan atılmak üzere alarak 

karaciğere taşıdığı için ‘iyi kolesterol’ olarak da anılmaya başlanmıştır. HDL 

lipoproteinler arasında boyutları en küçük olanlardır ancak yapılarında taşıdıkları fazla 

proteinden dolayı yüksek yoğunluklu parçacıklardır. HDL parçacıkları yapılarında 

apoA-I ve apoA-II apoliproteinlerini bulundururlar. HDL karaciğerde yassı bir yapı 

olarak sentezlenir ve bu yeni oluşmuş yassı HDL tanecikleri dokulardaki fazla 

kolesterolü alır. Dokulardan alınan kolesterol ise plazmada bulunan Lesitin kolesterol 

açiltransferaz (LCAT: Lecithin Cholesterol Acyl Transferase) enzimi ile kolesteril 

esterlerine dönüştürülür (69). Kolesteril esterleri serbest kolesterole göre daha 

hidrofobik yapıdadır. Bu yüzden HDL tarafından alınan kolesteril esterleri yassı HDL 

parçacıklarının ortasında birikerek HDL’nin küresel bir yapıya dönüşmesini sağlarlar 

(Şekil 2.4-3). HDL plazmada dolaştığı süre boyunca farklı dokulardan ve hücrelerden 

fazla kolesterolü almaya devam ederek büyür. HDL’nin ateroskleroz ve kalp 

hastalıklarına karşı koruyucu özelliği ise taşıdığı kolesterol miktarına değil, ne kadar 

büyük HDL tanecikleri oldukları ile ilişkilendirilmiştir (70). 

Şekil 2.4-3. Yassı ve Küresel HDL Taneciklerinin Şematik Yapısı  (71). 
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Ters Yönde Kolesterol Taşınması: 

 HDL kolesterolün ters yönde taşınmasında önemli bir rol oynayarak köpük 

hücrelerinin oluşmasından kaynaklanan hasarı azaltır. Kolesterol seviyesi düşük HDL 

parçacıkları, ekstrahepatik dokularda ve köpük hücrelerde biriken kolesterolü alarak 

karaciğere taşır. HDL molekülünde bulunan bir apolipoprotein olan apoA-I, kolesterol 

bakımından zengin hücrelerde kolesterolün hücrelerden çıkışını düzenleyen iki ATP 

bağlayıcı kaset (ABC) taşıyıcısı olan ABCA1 ile etkileşime geçer. ABCA1 ise HDL ile 

etkileşime geçtikten sonra hücre içindeki kolesterolü lipid bakımından zayıf olan apoA-

I’e vererek kolesterolün hücre dışına çıkarak karaciğere taşınmasını sağlar. Bir diğer 

ABC taşıyıcısı olan ABCG1 ise olgunlaşmış HDL ile etkileşerek kolesterolün hücreden 

çıkarak HDL’ye girişini kolaylaştırır. Bu sistem kolesterolün ters yönde taşınması olarak 

adlandırılır ve özellikle kardiyovasküler hastalığı olan bireylerde, damarlarda oluşan 

köpük hücrelerin plak alanlarında birikimini önlemek için kritik bir öneme sahiptir 

(52,54). 

2.5. Ateroskleroz 

 Ateroskleroz, damar sertleşmesi olarak da adlandırılan, arterleri etkileyerek 

hayati tehlikesi olan çeşitli kalp damar hastalıklarının altında yatan en temel etkenlerden 

biridir. Daha çok orta ve büyük boy arterlerde görülen lezyonlardan yani aterosklerotik 

plak ya da ateromlardan oluşan yapısal bozukluklardır (72,73). Ateroskleroz ve 

aterogenezin oluşum mekanizması incelendiğinde endotel hücreleri, arterlerin duvarında 

bulunan düz kas hücreleri, monositler ve trombositler gibi çeşitli hücrelerin 

lipoproteinlerle etkileşimleri ile ilişkili olduğu gösterilmiştir. Aterosklerotik lezyonların 

oluşumunda üç temel faktör olduğu düşünülmektedir. Bu faktörler, lipid 

metabolizmasında ortaya çıkan bozukluklar, inflamasyon ve vasküler hücrelerin 

aktivasyonu ve bu faktörlerin birbirleriyle etkileşimleri sonucunda lezyon oluşumlarının 

(yağlı çizgilenme) olduğu gösterilmiştir (72,73). Endotel hücreleri damarların 

geçirgenliğini ve damarların homeostazını sağlayan önemli hücrelerdir. Bu hücrelerde 

görülebilecek fonksiyon bozuklukları aterosklerozun meydana gelmesinde temel 

basamaklardan biridir (74). Aterosklerozun bir diğer temel nedeni ise dolaşımdaki 

kolesterol seviyesi ve kolesterol taşıyan lipoproteinlerden olan LDL’dir. LDL, 
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karaciğerden sentezlenen kolesterolü hücrelere taşır ve damarlarda bulunan endotel 

hücrelerine girerek oksitlenir ve damarlarda kolesterol birikmesine, böylece 

ateroskleroza neden olur (Şekil 2.5-1) (76). Oksitelenmiş LDL’in damar endoteline 

girmesiyle monositler ve trombositler de damar duvarına yapışırlar. Monositler daha 

sonra farklılaşarak makrofajlara dönüşür ve oksitlenmiş LDL’yi içlerine alarak köpük 

hücreleri oluştururlar. Köpük hücreleri içlerinde çok miktarda lipid ve kolesterol 

bulundurur ve zamanla parçalanarak içlerindeki kolesterol ve lipidlerin damar içinde 

oluşan ateromlarda birikmesine neden olurlar (Şekil 2.5-2) (77). HDL  ise kolesterolü 

damar duvarından ters taşıma sistemi ile karaciğere geri taşıyarak ateroskleroz riskini 

azaltır (75).  

Şekil 2.5-1. LDL Oksitlenmesi ve Lipid Birikmesine Bağlı Lezyon Oluşumu  (76). 
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Şekil 2.5-2. Ateroskleroz Gelişimi (77). 

 Ateromlar damarın iç yüzeyinde biriken yumuşak, sarımsı yapılardır. Damar 

içinde oluşan ateromlar zamanla aşınabilir ya da yırtılabilir. Bu yırtılma sonucu 

ateromları oluşturan parçacıklar kan akışı ile dolaşıma katılarak arterlerden daha dar 

olan damarları tıkayarak tromboza neden olabilirler. Ateromların yırtılması dışında 

oluşabilecek bir diğer risk ise stenoz yani ateromların büyüyerek damarı daraltması ve 

kan akışını zorlaştırması durumudur. Tromboz ve stenozun yaşamı tehdit eden ve 

genellikle mortalite ya da kalıcı hasarlara yol açan patolojik durumlara neden olduğu 

bilinmektedir (72,73). 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1. Örnek Seçimi ve Tanımı 

 Çalışmada kullanılan örnekler Marmara Üniversitesi Pendik Araştırma Hastanesi 

Kalp ve Damar Cerrahisi Anabilim Dalı’na başvuran koroner arter hastalığı teşhisi 

konulmuş kişiler ve check-up kontrolü için yine aynı kliniğe başvuran sağlıklı kişilerden 

oluşturulan iki grup olarak belirlenmiştir. Çalışmada miRNA223 ekspresyon düzeyleri 

ile HDL kolesterol seviyesi arasında ilişki inceleneceğinden örnekler Türk Kardiyoloji 

Derneği’nin (78) belirtmiş olduğu referans değerleri göz önünde bulundurularak HDL 

kolesterol seviyesi 40 mg/dl’ den düşük (n=45) ve 40 mg/dl’den yüksek (n=45) olarak 

ikiye ayrılmıştır. Sonraki çalışmalarda kullanılmak üzere iki grup arasındaki koroner 

arter hasta sayısı ile sağlıklı kişi sayısı eşit tutulmaya çalışılmıştır. 

3.2. Kullanılan Malzemeler ve Cihazlar 

3.2.1. Kullanılan Sarf ve Ayraç Malzemeler 

mirRNA İzolasyonu: 

 mikroRNA İzolasyon Kiti (miRNeasy Serum/Plazma Kit, Qiagen): Trizol 

(Quiazol, Qiagen), Kloroform (Sigma Aldrich) %100 Etanol (Sigma Aldrich), cDNA 

Reverse Transkirpsiyon kiti (miScript II Kit, Qiagen): microRNA Universal Primer 

(Qiagen), miScript SYBR Green PCR Kit (Qiagen), miReasy Spike in kontrol (mir39, 

Qiagen), microRNA Primer Assay (miRNA223, Qiagen), microRNA Housekeeping 

Assay (SNORD68, Qiagen), İzolasyon da kullanılan RWT Tamponu Guanidine tuzu 

içerir ve izolasyona başlamadan önce 44 µl ethanol eklenerek hazırlanır. RPE Tamponu 

izolasyon sırasında kolonlarda kalan tuz ve kalıntıları uzaklaştırmak için kullanılır ve 30 

µl etanol eklerek hazırlanır. 

Fluorometre ile mikroRNA düzey belirleme: 

 miRNA'ya özgü Reagent, miRNA tamponu ile çalışma solüsyonu (working 

solution) hazırlanır. miRNA düzeylerini ölçmeden hemen önce cihaz kalibrasyonu 10 

ng/µl rRNA içeren standart 1 ve 250 pg/µl rRNA standart 2 kullanılarak yapılır. (Qubit 

3.0 microRNA Assay kit, Invitrogen, Thermo Fisher Scientific Inc).  
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 Real Time PCR 96 Well Plate (Thermo Fisher Scientific Inc), DNase RNase free 

18 m Ω su, Microamp Clear Adhesive Film. 

3.2.2. Kullanılan Cihazlar  

 NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific Inc), Gerçek Zamanlı PZR 

(Lightcycler 480 II Instrument, Roche Diagnostics), Gerçek Zamanlı PZR (Fast Real 

Time 7500, Applied Biosystems), Fluorometre (Quibit 3.0, Invitrogen, Thermo Fisher 

Scientific Inc), Plate Santrifüj (Hettich), Santrifüj (Centrifuge 22R, Beckman Coulter), 

+4ºC Buzdolabı (Haier), −20ºC Buzdolabı (Haier), Ultra saf su cihazı (Purelab option 

Q, Elga), Vorteks (V.I. Plus Biosan), Pipet Takımı (Thermo Fisher Scientific Inc).  

3.3.Yöntemler  

3.3.1. Serumdan miRNA izolasyonu 

 miRNA izolasyonu için hasta ve sağlıklı gönüllülerden düz tüpe alınan kan 

örnekleri 4500 rpm’de 15 dk santrifüj edilerek serum elde edilmiştir ve elde edilen 

serumlar çalışma yapılana kadar -80ºC’ de saklanmıştır. 

 miRNA izolasyonuna başlamadan önce serum örnekleri -80ºC’den çıkarılarak 

oda sıcaklığında çözünmeye bırakıldıktan sonra 37ºC de inkübe edildi. 200 µl serum 

örneği steril eppendorflara konularak, her bir eppendorfa 1000 µl liziz çözeltisi (Qiazol 

Lysis Solution) eklendi ve vorteks ile karıştırıldı. Bu işlemden sonra örnekler oda 

sıcaklığında 5 dk bekletildi ve her birine daha önce hazırlanan stok solüsyondan 3,5 µl 

“miReasy Spike in kontrol” (1.6 x 10⁸ kopya/µl) eklendi. Çeker ocak altında örneklere 

200 µl kloroform eklendikten sonra 5 dk vorteks ile karıştırıldı ve oda sıcaklığında 3 dk 

bekletildi. Hazırlanan karışım +4ºC de 12.000 g’de 15 dk santrifüj edildi. Üstte bulunan 

renksiz sıvıdan (supernatant) 600 µl alınarak yeni eppendorflara konuldu. Ayrılan 

supernatanta 900 µl %100 etanol eklendi ve vorteks ile karıştırıldı. Bu karışımdan 700 

µl alınarak kolonların üstüne konulduktan sonra oda sıcaklığında 8000 g’de 15 sn 

santrifüj edildi ve aynı işlem tekrarlanarak tüplerde biriken sıvı atıldı. Kolonların 

üzerine 700 µl RWT tamponu eklendikten sonra 8000 g’de 15 sn yapılan santrifüj 

işleminden sonra biriken sıvı atıldı. Aynı işlem 500 µl RPE tamponu eklenerek 

tekrarlandı. Aynı kolonlara 500 µl %80 etanol eklendikten sonra 8000 g’de 2 dk 
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santrifüj edildi ve biriken sıvı ve koleksiyon tüpleri atıldı. Kolonlar yeni tüplere 

yerleştirildi ve kuru olarak en yüksek hızda 5 dk santrifüj edildi. Son olarak üzerine 14 

µl RNA free su eklenerek en yüksek hızda 1 dk santrifüj edilerek miRNA izolasyonu 

tamamlandı. 

3.3.2. cDNA Eldesi  

 İzole edilen miRNA’lara ters transkirpsiyon işlemi (Tablo 3.3.2-1) uygulanarak 

(miScript II Kit, Qiagen) cDNA’ya çevrildi (Tablo 3.3.2-2). Elde edilen cDNA’lar 

çalışma yapılana kadar -20ºC’de saklanmıştır (81). 

Tablo 3.3.2-1. cDNA Sentezi için PZR İçeriği 

Tablo 3.3.2-2. cDNA Sentezi için İnkübasyon Koşulları 

5x miScript Hiflex 
Buffer  

4 µl

10x miScript Nucleic 
mix

2 µl

miScript Reverse 
Transcriptase Mix 2 µl

RNA free su 10,5 µl

mikroRNA 1,5 µl

Toplam 20 µl

60 dk 37 ºC

5 dk 95 ºC

∞ 95 ºC

�25



3.3.3. MikroRNA Saflık Tayini  

 Serumdan izole edilen miRNA örneklerin saflığı Nanodrop2000 cihazı ile 

ölçüldü ve saflığı OD₂₆₀/ OD₂₈₀ oranı kullanılarak belirlendi. Saflık değeri OD₂₆₀/ 

OD₂₈₀ değeri 2.0’dan büyük olan örnekler uygun olarak kabul edildi (80). 

3.3.4. mikroRNA Düzeylerinin Belirlenmesi  

 miRNA düzeyleri fluorometrik olarak belirlendi. İlk aşamada örnek başına 199 

µl miRNA Tamponu ve 1 µl miRNA Reagent (Qubit microRNA Assay, Invitrogen, 

Thermo Fisher Scientific Inc) karıştırılarak 200 µl çalışma solüsyonu (working solution) 

hazırlandı. 10 µl standart 1 üzerine 190 µl çalışma solüsyonu eklenerek 1 numaralı 

standart ve 10 µl standart 2 üzerine 190 µl çalışma solüsyonu eklenerek 2 numaralı 

standart hazırlanarak sırayla cihaza standartlar tanıtıldı. Her bir örnek ölçümü için Qubit 

tüplerine 198 µl çalışma çözeltisi ve 2 µl örnek eklenerek 200 µl’lik karışım elde edildi. 

Elde edilen karışımların miRNA düzeyleri Qubit cihazında okuma yapılarak belirlendi 

(82). 

3.3.5. Eş Zamanlı PZR ile miRNA Ekspresyon Analizi  

 Çalışma çerçevesinde araştırılması planlanan miRNA “mirbase” ve “targetscan” 

veri tabanları (http://www.mirbase.org/, http://www.targetscan.org/) kullanılarak 

belirlenmiştir. Lipoprotein  ve kolesterol mekanizması üzerinde farklı etkileri olan 

miRNAlar v bu veri tabanları ile analiz edilmiştir. HDL kolesterol seviyesi üzerine 

etkileri olan miRNA223 araştırılmak üzere seçilmiştir. miRNA ekspresyon seviyelerini 

karşılaştırmak delta Ct (ΔCт) ve kat değişimi farklarını hesaplamak için internal kontrol 

(housekeeping assay = SNORD68) kullanılmıştır. miRNA düzey belirleme 

hesaplamaları Livak formülü (2 delta delta Ct = 2ΔΔCт) kullanılarak yapılmıştır (83). 

 miRNA ekspresyon analizi Gerçek Zamanlı PZR cihazında (Fast Real Time 

7500, Applied Biosystems) gerçekleştirilmiştir (Tablo 3.3.5-1 ve Tablo 3.3.5-2). SYBR 

Green (miScript SYBR Green PCR, Qiagen) ile işaretlenmiş cDNA dizisine analiz 

edilecek miRNA primeri (miRNA223, Qiagen) ve miRNA endojen kontrol 

(housekeeping) primeri (SNORD68, Qiagen) bağlanması sonucunda cihaz ile SYBR 
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green’in floresan ışıma miktarı saptanarak miRNA223’ün ekspresyon analizi yapılmıştır 

(84). 

Tablo 3.3.5-1. MikroRNA Ekspresyon için Eş Zamanlı PZR İçeriği 

Tablo 3.3.5-2. MikroRNA Ekspresyon için Eş Zamanlı PZR Koşulları 

SYBR Green PCR 
Mix

12,5µl

miScript Universal 
Primer 2,5 µl

miScript Primer 
Assay

2,5 µl

RNAase free su 2,5 µl

cDNA 5 µl

Toplam 25 µl

Denatürasyon 95ºC  15 dk

Döngü Evresi 94ºC  15 sn

55ºC  30 sn 40 döngü

70ºC  34 sn

Ergime 95ºC  30 sn
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3.3.6. Lipid Profillerinin Ölçülmesi  
 Plazma kolesterol, TG, VLDL, HDL düzeyleri Marmara Üniversitesi Pendik 

Eğitim ve Araştırma Hastanesi Biyokimya Anabilim Dalı Laboratuvarlarında bulunan 

klinik otoanalizatörler ile enzimatik yöntemler kullanılarak ölçülmüştür.   

3.3.7. İstatistiksel Analiz 

 Bu tez çalışmasının istatiksel analizi lisanslı SPSS 25.0 ve Alıcı İşletim 

Karakteristiği (Receiver Operating Characteristic=ROC) analizi için MedCalc paket 

programları kullanılarak yapılmıştır. İstatiksel anlamlılık kabul edilmesi için p değeri < 

0.05 olarak alınmıştır.  

 HDL kolesterol seviyesi 40 mg/dl’nin altında ve üstünde olan bireylerden 

oluşturulan iki gruba ait tüm demografik veriler ikili bağımsız örneklem student t testi, 

ki kare, Fisher exact ve Pearson testleri uygulanarak karşılaştırıldı. İki gruba ait tüm 

lipid değerleri ikili bağımsız örneklem student t testi kullanılarak karşılaştırıldı. İki 

gruba ait miRNA 223 ekspresyon seviyelerinin karşılaştırılması ikili bağımsız örneklem 

student t testi kullanılarak yapıldı. İki gruba ait ekspresyon analiz sonuçları ile vücut 

kitle indeksi, vücut yüzey alanı ve tüm lipid değerlerinin korelasyonları ikili değişkenli 

Pearson korelasyon testi kullanılarak yapıldı. miRNA 223 ekspresyon seviyeleri ROC 

analizi ile de tanı saptamak için karşılaştırıldı. 
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4. BULGULAR 

4.1. Çalışma Gruplarına Ait Demografik veriler 

 Tez projemize katılan plazma HDL seviyesi 40 mg/dl’nin altında (HDL<40 mg/

dl) olan 45 kişi ve plazma HDL seviyesi 40 mg/dl’nin üstünde (HDL>40 mg/dl) olan 45 

kişinin demografik verileri karşılaştırmalı olarak Tablo 4.1-1’de özetlenmiştir.  

Tablo 4.1-1. HDL Kolesterol Seviyesi 40 mg/dl’nin Üstünde ve Altında Olan Gruplara 
Ait Demografik Veriler 

n=örnek sayısı,  -  ± SD (Ortalama ± Standart Sapma), K/E= Kadın / Erkek, 
KOAH=Kronik Obstrüktif Akciğer Hastalığı 

* Tabloda koyu renk ile işaretlenmiş değerler istatistiksel olarak anlamlılık 
göstermektedir (p<0,05). Gruplar arası farklılık ileri ki-kare testi (X2), ikili bağımsız 
örneklem student t-testi ile incelenmiştir. 

X̄

Grup HDL > 40      
(n=45)

HDL < 40 
 (n=45)

p değeri

Cinsiyet ( K / E ) %51,1 / %48,9 
(n=23) / (n=22)

% 22,2  /  % 77,8 
(n=10)  /  (n=35) 0,004*

Yaş    (Yıl) 59,93±13,83 58,73±14,09 0,684

Vücut  Kitle İndeksi  
(VKİ) (kg/m²) 28,12±5,14 28,60±5,88 0,679

Vücut Yüzey Alanı 
(VYA) (m²) 1,84±0,17 1,93±0,20 0,024*

Sigara
kullanan  % 24,4 

(n=11)
 %43,3 
(n=28)

0,000*
kullanmayan % 75,6 

(n=34)
% 56,7 
(n=17)

Diabet
var % 33,3 

(n=15)
% 33,3 
(n=15)

1,000
yok % 66,7 

(n=30)
% 66,7 
(n=30)

Kolesterol İlaç 
Kullanımı

var % 22,2 
(n=10)

% 22,2 
(n=10)

1,000
yok % 77,8 

(n=35)
% 77,8 
(n=35)

KOAH
var % 13,3 

(n=6)
% 13,3 
(n=6)

1,000
yok % 86,7 

(n=39)
% 86,7 
(n=39)
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 İleri ki kare ve student-t testi analizi ile HDL kolesterol seviyesi 40 mg/dl’nin 

üstünde (kontrol) ve HDL kolesterol seviyesi 40 mg/dl’nin altında olan iki gruba ait 

demografik veriler karşılaştırıldığında; HDL seviyesi 40 mg/dl’nin altında olup, 

patolojik kabul edilen grupta cinsiyet dağılımları arasında istatistiksel olarak anlamlı bir 

fark gözlenmiştir (p=0,004). Gruplar arasında vücut kitle indeksi (VKİ) anlamlı bir 

farklılık göstermezken, vücut yüzey alanının (VYA) patolojik olarak kabul edilen 

HDL<40 mg/dl grupta anlamlı derecede yüksek olduğu gözlenmiştir (p=0,024).  

 İki grup arasında yapılan istatistiksel karşılaştırmada KOAH, diabet ve 

kolesterol ilacı kullanımı arasında anlamlı bir fark saptanmamıştır (p=1,000; p=1,000; 

p=1,000). Ancak gruplar arasında sigara kullanımı için istatistiksel karşılaştırma 

yapıldığında HDL seviyesi 40 mg/dl’nin altında olan grupta sigara kullanan kişi 

sayısının kullanmayan kişi sayısına göre anlamlı derecede yüksek olduğu gösterilmiştir 

(p=0,000). 

Çalışmamızda kullanılan iki gruba ait tüm ortalama lipid değerleri istatistiksel 

analiz yapılarak karşılaştırılmıştır. Gruplara ait tüm ortalama lipid değerleri             

Tablo 4.1-2’de özetlenmiştir.  

Oluşturulan gruplar HDL kolesterol değerlerine göre 40 mg/dl’nin altında ve 40 

mg/dl’nin üstünde olarak belirlenmiş olup yapılan istatistiksel analizde iki grubun 

ortalama HDL kolesterol seviyeleri karşılaştırıldığında beklenildiği gibi anlamlı bir 

farklılık saptanmıştır (p=0,000).  

HDL kolesterol seviyesi 40 mg/dl’nin altında olan grubun ortalama plazma 

kolesterol düzeyi 174,56 ± 42,90 mg/dl ve HDL kolesterol seviyesi 40 ml/dl’nin 

üstünde (kontrol) olan grubun ortalama plazma kolesterol seviyesi 194,67 ± 46,18 mg/dl 

olarak belirlenmiş, ve iki grup arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark bulunmuştur 

(p=0,035). 

Ortalama trigliserid seviyesi HDL kolesterol seviyesi 40 ml/dl’nin altında olan 

grup için 149,44 ± 83,08 mg/dl ve HDL kolesterol seviyesi 40 ml/dl’nin üstünde olan 

grup için 138,29 ± 64,32 mg/dl olarak belirlenmiş ancak iki grup arasında istatistiksel 

olarak anlamlı bir fark gözlenmemiştir. 

Ortalama LDL kolesterol seviyesi HDL kolesterol seviyesi 40 ml/dl’nin altında 

olan grup için 109,44 ± 39,55 mg/dl ve HDL kolesterol seviyesi 40 ml/dl’nin üstünde 
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olan grup için 119,00 ± 38,21 mg/dl olarak belirlenmiş ancak iki grup arasında 

istatistiksel açıdan anlamlı bir fark saptanmamıştır. 

Ortalama VLDL kolesterol seviyesi HDL kolesterol seviyesi 40 ml/dl’nin altında 

olan grup için 29,51 ± 19,75 mg/dl ve HDL kolesterol seviyesi 40 ml/dl’nin üstünde 

olan grup için 28,64 ± 12,50 mg/dl olarak belirlenmiş ancak iki grup arasında 

istatistiksel açıdan anlamlı bir fark gözlenmemiştir. 

Tablo 4.1-2. HDL Seviyesi 40 mg/dl’nin Üstünde ve Altında Olarak Belirlenen Çalışma 
Gruplarına Ait Lipid Değerleri 

n=örnek sayısı,  ( -  ± SD) (Ortalama ± Standart Sapma),  * Tabloda koyu renk ile 
işaretlenmiş değerler istatistiksel olarak anlamlılık göstermektedir (p<0,05). Gruplar 
arası farklılık ileri ki-kare testi (X2), ikili bağımsız örneklem student t-testi ile 
incelenmiştir.  

4.2. miRNA 223 Ekspresyon Sonuçları 

 miRNA 223 ifade düzeyi incelenirken kontrol grubuna ait Ct (Cycle treshold) 

değerlerinin ortalaması alınarak oluşturulan meta kontrol değeri ile yapılan 

hesaplamalar sonucu elde edilen kat değişim (Ln[2^(-ΔΔCт)]) değeri Şekil 4.2-1A’da 

gösterilmiştir. miRNA 223 ifade düzeyi internal kontrol değeri olarak alınan sıfır değeri 

ile karşılaştırılmıştır. İnternal kontrole göre miRNA 223 ifade düzeyinin 0,0078 kat 

azaldığı belirlenmiştir. 

HDL>40      

(n=45)

HDL<40 

 (n=45)

p değeri

Plazma Kolesterol (mg/
dl)

194,67 ± 46,18 174,56 ± 42,90 0,035*

Trigliserid    (mg/dl) 138,29 ± 64,32 149,44 ± 83,08 0,478

LDL             (mg/dl) 119,00 ± 38,21 109,44 ± 39,55 0,247

HDL             (mg/dl) 50,49 ± 10,34 31,60 ± 3,70  0,000*

VLDL          (mg/dl)  28,64 ± 12,50 29,51 ± 19,75 0,782

( -  ± SD)X̄

( -  ± SD)X̄

( &  ± SD)X̄

( -  ± SD)X̄

( &  ± SD)X̄

X̄
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 miRNA 223 ifade düzeyi Livak formülüne (2^(-ΔΔCт)) göre incelendiğinde ise  

internal kontrol değeri olarak alınan 1 değeri ile karşılaştırılmıştır. 2^(-ΔΔCт) değişimi 

Şekil 4.2-1B’de gösterilmiştir. İnternal kontrole göre miRNA 223 için 2^(-ΔΔCт) 

değişiminin 0,992 kat azaldığı saptanmıştır. 

 miRNA 223 ifade düzeyinin HDL kolesterol seviyesi 40 mg/dl’nin üstünde 

(kontrol) ve HDL kolesterol seviyesi 40 mg/dl’nin altında olan iki grup için 

karşılaştırılması yapılırken, elde edilen Ct değerlerinden internal kontrol (SNORD 68) 

Ct değerleri çıkarılarak ΔCт değerleri elde edilmiştir. Elde edilen ΔCт değerleri ile 

miRNA 223 ifade düzeyinin internal kontrole göre kontrol grubu için 6,85 kat, HDL 

seviyesi 40 mg/dl’nin altında olan grubu için ise 6,84 kat azaldığı Şekil 4.2-1C’de 

gösterilmiştir. 
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Şekil 4.2-1. miRNA 223 Ekspresyon Seviyesi Analizleri.  
A. Gerçek Zamanlı PZR ile belirlenen plazma miRNA 223 seviyesinin kat değişim 
(Ln[2^(-ΔΔCт)]) grafiği kontrol (0) kat değerine göre çizilmiştir, B. 2^(-ΔΔCт) 
değerinin grafiği kontrol (1) kat değerine göre çizilmiştir, C. ΔCт değerleri dağılım 
grafiği kontrol (0) değerine göre çizilmiştir. 
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 miRNA 223 ifade düzeyi incelenirken elde edilen miRNA 223 Ct değerleri, bu 

değerlerden internal kontrol olarak kullanılan SNORD 68 (housekeeping assay) Ct 

değerlerinin çıkarılmasıyla elde edilen ΔCт değerleri, Livak formülü kullanılarak 

hesaplanan değerle ve bu değerlerin Ln tabanında hesaplanmasıyla belirlenen kat 

değişimi değerleri Tablo 4.2-1’de gösterilmiştir.  

 HDL kolesterol seviyesi 40 mg/dl’nin üstünde olan grubun Ct ortalaması      

23,48 ± 2,07, HDL kolesterol seviyesi 40 mg/dl’nin altında olan grubun Ct ortalaması 

ise 23,85 ± 2,86 olarak hesaplanmış ve iki grup arasında istatistiksel açıdan anlamlı bir 

fark saptanmamıştır.  

 miRNA 223 Ct değerlerinden SNORD 68 Ct değerleri çıkarılarak elde edilen 

ΔCт değerlerinin ortalaması ise HDL kolesterol seviyesi 40 mg/dl’nin üstünde olan grup 

için -6,85 ± 1,87, HDL kolesterol seviyesi 40 mg/dl’nin altında olan grup için          

-6,84 ± 2,66 olarak hesaplanmış ve istatistiksel olarak anlamlı bir fark bulunmamıştır.  

 Hesaplanan ΔCт değerlerinden meta kontrol ve tüm internal kontrol ΔCт 

değerleri farkı çıkartılarak hesaplanan ΔΔCт değerleri Livak formülü kullanılarak     

2^(-ΔΔCт) hesaplanmıştır. Elde edilen sonuçlarda iki grup arasında istatistiksel olarak 

anlamlılık gözlenmemiştir. 

 2^(-ΔΔCт) değerlerinin Ln tabanında logaritmasının hesaplanması ile elde edilen 

kat değişim değerleri HDL kolesterol seviyesi 40 mg/dl’nin üstünde olan grup için 

0,0007 ± 1,29, HDL kolesterol seviyesi 40 mg/dl’nin altında olan grup için          

-0,0078 ± 1,84 olarak hesaplanmış ve gruplar arasında istatistiksel olarak anlamlı fark 

bulunmamıştır. 
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Tablo 4.2-1. HDL Seviyesi 40 mg/dl’nin Üstünde ve Altında Olan Gruplara ait miRNA 
223 Ekspresyon Seviyelerinin Karşılaştırılması 

n=örnek sayısı,  ( -  ± SD) (Ortalama ± Standart Sapma),  * Tabloda koyu renk ile 
işaretlenmiş değerler istatistiksel olarak anlamlılık göstermektedir (p<0,05). Gruplar 
arası farklılık ileri ki-kare testi (X2), ikili bağımsız örneklem student t-testi ile 
incelenmiştir. 

4.3. miRNA 223 ROC Analiz Sonuçları 

 HDL seviyesi 40 mg/dl’nin altında (hasta) ve HDL seviyesi 40 mg/dl’nin 

üstünde (kontrol) gruplarına ait tüm plazma miRNA 223 seviyelerini saptamak için 

MedCalc Programı kullanılarak Alıcı İşletim Karakteristiği (Receiver Operating 

Characteristic=ROC) analizi yapılmıştır. Şekil 4.3-1’de görüldüğü gibi miRNA 223 

ifade düzeyinin hasta grubu olarak kabul edilen HDL seviyesi 40 mg/dl’nin altında olan 

grup için bir tanı olarak değerlendirilebileceği bir eşik değer saptanmamıştır. ΔCт 

değerlerine göre AUC (Area Under Curve) = 0,504 olarak gösterilmiştir (p=0,9485). 

X̄

p değeri %95 Güven Aralığı

Cт

HDL > 40 
(n=45)

23,48 ± 2,07

0,488 -0,67984 - 1,41317
HDL< 40 

(n=45)
23,85 ± 2,86

ΔCт

HDL > 40 
(n=45)

-6,85 ± 1,87

0,981 -0,95112 - 0,97468
HDL< 40 

(n=45)
-6,84 ± 2,66

2^(-ΔΔCт)

HDL > 40 
(n=45)

2,37 ± 4,37

0,215 -1,59326 - 6,96971
HDL< 40 

(n=45)
5,05 ± 13,78

Ln (2^(-ΔΔCт)

HDL > 40 
(n=45)

0,0007 ± 1,29

0,980 -0,67574 - 0,65885
HDL< 40 

(n=45)
-0,0078 ± 1,84

&  ± SDX̄
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Kat değişimi değerlerine göre ise AUC = 0,504 olarak saptanmıştır (p=0,9453). ROC 

analiz sonuçlarından elde edilen p değerlerine göre p < 0,005 değerleri anlamlı olarak 

kabul edilirse analiz sonucunda elde edilen miRNA 223 ifade düzeyi hasta ve kontrol 

grubu arasında anlamlı bir fark oluşturmamaktadır.  

A. miRNA 223 ROC grafiği (ΔCт)     

 B. miRNA 223 ROC grafiği (kat değişimi) 

                                -  
Şekil 4.3-1. Plazma miRNA223 seviyesinin HDL seviyesi 40 mg/dl’nin üstünde ve 
HDL seviyesi 40 mg/dl’nin altında olan gruplara göre ROC Analizi grafikleri.  
A. ΔCт değerlerine göre miRNA 223 seviyesinin analizleri. B. Kat değişimine [Ln (2^(-
ΔΔCт)] göre miRNA 223 seviyesinin analizleri. * Tabloda koyu renk ile işaretlenmiş 
değerleri istatiksel olarak anlamlılık göstermektedir (p<0,05).  
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AUC=0,504 

%95 Cl=0,397 - 0,611 

p=0,9485

AUC=0,504 

%95 Cl=0,397 - 0,611 

p=0,9453



4.4. miRNA 223 Ekspresyon Düzeyinin Korelasyon Sonuçları 

 Çalışmamızda gerçek zamanlı PZR sonucu elde edilen miRNA 223 Ct, ΔCт,  

2^(-ΔΔCт) ve Ln(2^(-ΔΔCт) değerleri ile vücut kitle indeksi (VKİ), vücut yüzey alanı 

(VYA) ve tüm lipid değerleri arasındaki korelasyonlarına bakılmıştır. Ct değerinin 

yüksek olması çalışılan grupta miRNA seviyesinin ya da ifade düzeyinin düşük olmasını 

ya da tam tersi Ct değerinin düşük olması miRNA seviyesinin yüksek olmasını ifade 

eder. ΔCт ise miRNA Ct değerlerinden internal kontrol Ct değerleri çıkartılarak 

hesaplanmış ve miRNA ifade düzeyinin internal kontrole göre düşük ya da yüksek 

olduğu gösterilmiştir. Ct değerinde olduğu gibi ΔCт değerinin yüksek olması miRNA 

seviyesinin düşük, ΔCт değerinin düşük olması miRNA seviyesinin yüksek olduğunu 

gösterir.  Ancak Livak formülü kullanılarak yapılan hesaplama ve Ln tabanında yapılan 

hesaplama ile miRNA seviyesinin internal kontrole göre upregüle ya da downregüle 

olup olmadığı gösterilir. Elde edilen sonuçların yüksek olması miRNA seviyesinin de 

yüksek olduğunu, sonuçların düşük olması ise miRNA seviyesinin düşük olduğunu 

belirtir. ΔCт ve kat değişimi sonuçlarına bakıldığında, ΔCт değeri negatif olup 

ekspresyon seviyesi yüksek olan miRNA’ya ait kat değişim değerinin pozitif, ΔCт 

değeri pozitif olup ekspresyon seviyesi düşük olan miRNA’ya ait kat değişim değerinin 

ise negatif olması beklenmektedir. 

 HDL seviyesi 40 mg/dl’nin üstünde olan gruba ait korelasyonlar Tablo 4.4-1’de 

verilmiştir. HDL seviyesinin 40 mg/dl’nin üstünde olması durumunda, Ct değerleri ve 

VKİ arasında çok güçlü olmayan pozitif korelasyon (Pearson korelasyonu = 0,362, p = 

0,015), Ct değerleri ile HDL seviyesi arasında yine çok güçlü olmaya pozitif korelasyon 

(Pearson korelasyonu = 0,269, p = 0,049) gösterilmiştir. ΔCт ile VYA arasında pozitif 

korelasyon (Pearson korelasyonu = 0,331, p = 0,026) ve aynı zamanda kat değişimi ile 

VYA arasında negatif korelasyon (Pearson korelasyonu = -0,330 , p = 0,027) 

gösterilmiştir. ΔCт ile LDL seviyesi arasında negatif korelasyon (Pearson korelasyonu = 

-0,309, p = 0,039) ve aynı zamanda kat değişimi ile LDL seviyesi arasında pozitif 

korelasyon (Pearson korelasyonu = 0,309 , p = 0,039) gösterilmiştir.   
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Tablo 4.4-1. HDL Seviyesi 40 mg/dl’nin Üstünde Olan Grup için miRNA 223 
Seviyesinin VKİ, VYA ve Lipid Düzeyleri ile Olan Korelasyonları 

* Tabloda koyu renk ile işaretlenmiş değerler istatistiksel olarak anlamlılık 

göstermektedir (p<0,05). 

 HDL seviyesi 40 mg/dl’nin altında olan gruba ait korelasyonlar Tablo 4.4-2’de 

verilmiştir. HDL seviyesi 40 mg/dl’nin altında olması durumunda,  2^(-ΔΔCт) ile 

kolesterol seviyesi arasında çok güçlü olmayan negatif korelasyon (Pearson korelasyonu 

= -0,309 , p = 0,023) ve 2^(-ΔΔCт) ile LDL seviyesi arasında çok güçlü olmayan 

negatif korelasyon (Pearson korelasyonu = -0,311 , p = 0,038) saptanmıştır. 

VKİ VYA Kolesterol Trigliserid LDL HDL VLDL

Ct

Pearson 

korelasyonu
0,362* 0,287 0,049 0,222 -0,291 0,296* 0,189

p değeri 0,015* 0,056 0,751 0,142 0,052 0,049* 0,213

ΔCт

Pearson 

korelasyonu
0,250 0,331* 0,024 0,064 -0,309* 0,269 0,017

p değeri 0,098 0,026* 0,875 0,675 0,039* 0,074 0,911

2^(-ΔΔCт)

Pearson 

korelasyonu
-0,112 -0,155 -0,059 -0,032 0,242 -0,100 0,076

p değeri 0,463 0,309 0,700 0,833 0,109 0,515 0,619

Kat Değişimi 

[Ln (2^(-

ΔΔCт)]

Pearson 

korelasyonu
-0,249 -0,330* -0,024 -0,065 0,309* -0,269 -0,018

p değeri 0,099 0,027* 0,874 0,671 0,039* 0,074 0,906
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Tablo 4.4-2. HDL Seviyesi 40 mg/dl’nin Altında Olan Grup için miRNA 223 
Seviyesinin VKİ, VYA ve Lipid Düzeyleri ile Olan Korelasyonları 

* Tabloda koyu renk ile işaretlenmiş değerler istatistiksel olarak anlamlılık 

göstermektedir (p<0,05). 

 Tablo 4.4-1 ve Tablo 4.4-2’de özetlenmiş olan korelasyon sonuçlarına göre 

çizilmiş  istatistiksel olarak anlamlılık gösteren korelasyon doğru grafikleri p değerleri 

ile birlikte Şekil 4.4-1 ve Şekil 4.4-2’de gösterilmiştir.  

 Şekil 4.4-1’de gösterilmiş olan korelasyonlar HDL seviyesi 40 mg/dl’nin 

üstünde olan gruba ait Ct, ΔCт ve kat değişimi grafikleridir. Şekil 4.4-1A’da Ct ve VKİ 

arasındaki pozitif korelasyon açıkça görülmektedir. Şekil 4.4-1B’de ise ΔCт ile VYA 

arasındaki pozitif korelasyon gösterilirken, Şekil 4.4-1C’de kat değişimi ile VYA 

arasındaki negatif korelasyon gösterilmiştir. Şekil 4.4-1D’de Ct ve HDL arasındaki 

pozitif korelasyon, Şekil 4.4-1E’de ΔCт ve LDL arasındaki negatif korelasyon ve     

Şekil 4.4-1F’de kat değişimi ile LDL arasındaki pozitif korelasyon gösterilmiştir.  

VKİ VYA Kolesterol Trigliserid LDL HDL VLDL

Ct

Pearson 

korelasyonu
0,144 0,162 -0,047 0,004 -0,092 -0,126 0,028

p değeri 0,344 0,287 0,759 0,981 0,546 0,410 0,853

ΔCт

Pearson 

korelasyonu
-0,023 0,050 0,128 0,045 0,034 -0,154 0,050

p değeri 0,883 0,742 0,404 0,768 0,824 0,313 0,743

2^(-ΔΔCт)

Pearson 

korelasyonu
0,228 0,105 -0,339* -0,031 -0,311* -0,127 -0,023

p değeri 0,132 0,491 0,023* 0,838 0,038* 0,406 0,882

Kat Değişimi 

[Ln (2^(-

ΔΔCт)]

Pearson 

korelasyonu
0,023 -0,050 -0,127 -0,045 -0,034 0,154 -0,050

p değeri 0,881 0,743 0,404 0,769 0,825 0,313 0,743
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A.      B. 

  - -  

C.      D.   

   - -  

E.        F. 

  - -     
Şekil 4.4-1. HDL Seviyesi 40 mg/dl’nin Üstünde Olan Grup için miRNA 223 
Seviyesinin Korelasyon Grafik Analizleri.  
A. Vücut Kitle İndeksi (VKİ)  değerlerine göre plazma miRNA223 Cт,  B.  HDL 
değerlerine göre plazma miRNA 223 Cт, C. Vücut Yüzey Alanı (VYA) değerlerine göre 
plazma miRNA223 ΔCт, D. Vücut Yüzey Alanı (VYA) değerlerine göre plazma 
miRNA223 kat değişimi,  E. LDL değerlerine göre plazm miRNA 223 ΔCт,  F. LDL 
değerlerine göre miRNA 223 kat değişim seviyelerinin analizi. 
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R² Linear = 0,0131 
p= 0,015* 

R² Linear = 0,0131 
p= 0,026* 

R² Linear = 0,0131 
p= 0,027* 

R² Linear = 0,087 
p= 0,049* 

R² Linear = 0,095 
p= 0,039* 

R² Linear = 0,095 
p= 0,039* 



 Şekil 4.4-2’de gösterilmiş olan korelasyonlar HDL seviyesi 40 mg/dl’nin altında 

olan gruba ait 2^(-ΔΔCт) grafikleridir. Şekil 4.4-2A’da 2^(-ΔΔCт) ve kolesterol seviyesi 

arasındaki negatif korelasyon, Şekil 4.4-2B’de ise 2^(-ΔΔCт) ve LDL seviyesi 

arasındaki negatif korelasyon gösterilmiştir. 

A.      B. 

  - -  

Şekil 4.4-2. HDL Seviyesi 40 mg/dl’nin Altında Olan Grup için miRNA 223 
Seviyesinin Korelasyon Grafik Analizleri.  
A. Kolesterol değerlerine göre plazma miRNA223 2^(-ΔΔCт),  B.  LDL değerlerine 
göre plazma miRNA 223 2^(-ΔΔCт) seviyelerinin analizi. 

�41

R² Linear = 0,115 
p= 0,023* 

R² Linear = 0,097 
p= 0,038* 



5. TARTIŞMA VE SONUÇ 

 Plazma kolestrol konsantrasyonu, bireylerde ve topluluklarda ateroskleroz ve 

özellikle koroner kalp hastalığının gelişiminde belirgin bir risk göstergesidir (1). 

Gelişmiş ülkelerde ateroskleroz komplikasyonları ile birlikte önde gelen koroner kalp 

hastalıkları morbidite ve mortalite nedenidir. Türkiye'de Erişkinlerde Kalp Hastalığı ve 

Risk Faktörleri Sıklığı Taraması (TEKHARF) verilerine göre ülkemizde koroner arter 

hastalığı (KAH) yaygınlığı 45-54 yaş grubunda %6, 55-64 yaş grubunda yaklaşık %17, 

65 yaş ve üzerindeki bireylerde ise %28 düzeyine  kadar yükselmektedir (2).  

 Bu çalışmada koroner arter tanısı konmuş hastalardan ve sağlıklı kişilerden 

alınan örnekler ile Türk Kardiyoloji Derneğinin belirlemiş olduğu referans HDL plazma 

düzeyi olan 40 mg/dl’den düşük ve yüksek değerlere sahip kişilerden oluşturulan iki 

grup kullanılarak, miRNA 223 ifade düzeyinin HDL kolesterol seviyesi üzerine 

etkisinin araştırılması amaçlanmıştır.  

 Yapmış olduğumuz bu tez çalışmasında öncelikle HDL plazma düzeyi 40 mg/

dl’nin üstünde (HDL>40) olup kontrol grubu olarak kabul edilen ve HDL plazma 

düzeyi 40 mg/dl’nin altında (HDL<40) olup patolojik durum kabul edilen grupların tüm 

demografik verileri ile iki grubun özellikleri tanımlanmıştır. İki grup arasında yapılan 

istatistiksel analizler sonucunda cinsiyet, vücut yüzey alanı (VYA) ve sigara kullanma 

durumu için anlamlı bir fark gösterilmiştir (p=0,004; p=0,024; p=0,000). İki grup 

arasında cinsiyet karşılaştırması yapıldığında HDL düzeyi 40 mg/dl’nin altında olan 

erkek sayısının kadın sayısına göre anlamlı derecede yüksek olduğu saptanmıştır. Vücut 

yüzey alanının ise HDL düzeyi 40 mg/dl’nin altında olan bireylerde daha yüksek olduğu 

gözlenmiştir. Patolojik durum olarak kabul edilen HDL düzeyinin 40 mg/dl’nin altında 

olması durumunda sigara içen bireylerin içmeyenlere göre daha yüksek olduğu da 

yapılan istatistiksel analizler ile gösterilmiştir (85).  

 Elde ettiğimiz bulgular Forey ve arkadaşlarının yapmış olduğu çalışmada (2013)  

(85) gösterdikleri gibi sigara içen bireylerin HDL kolesterol konsantrasyonlarının sigara 

içmeyen bireylere göre daha düşük (86,87) olduğu bulgular ile örtüşmektedir. Yapılan 

çalışmada HDL kolesterol konsantrasyonunun, önceden sigara içip bırakmış olan 

bireylerde halen sigara içmekte olan bireylere göre daha yüksek olduğu      
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kanıtlanmıştır (88). Ayrıca, daha önce Maeda ve arkadaşları tarafından (2003) (89) 

yapılmış çalışmada sigarayı bırakan kadınlarda erkeklere göre daha fazla HDL 

kolesterol artışı olduğu gösterilmiştir. 

 Tez çalışmamızda yer alan tüm bireylerin lipid değerleri 1999 yılında 9000 

katılımcı ile R.W. Mahley tarafından yapılmış olan (90) tüm Türkiye’yi kapsayan Türk 

kalp çalışması ile belirlenmiş olan sınır değerler dikkate alınarak belirlenmiştir. Mahley 

tarafından verilen lipid değerleri şu şekildedir: Plazma kolesterol seviyesinin 200 mg/

dl’den düşük olması normal, 200-240 mg/dl arasında olması sınırda yüksek ve 240 mg/

dl’den fazla olması yüksek olarak kabul edilmiştir. Trigliserid seviyesinin 200 mg/

dl’den düşük olması normal, 200-240 mg/dl arasında olması sınırda yüksek ve 240 mg/

dl’nin üstünde olması yüksek olarak kabul edilmiştir. LDL kolesterol seviyesinin 130 

mg/dl’nin altında olması normal, 130-159 mg/dl arasında olması sınırıda yüksek ve 160 

mg/dl’nin üstünden olması yüksek olarak belirlenmiştir. HDL kolesterol seviyesinin ise 

35 mg/dl’nin altında olması düşük, 35-44 mg/dl arasında olması normal ve 45 mg/dl’nin 

üstünde olması yüksek olarak kabul edilmiştir. Yaptığımız bu çalışmada HDL kolesterol 

seviyeleri 40 mg/dl’nin altında 45 kişi ve 40 mg/dl’nin üstünde 45 kişi rastgele seçilerek 

iki grup oluşturulmuştur. Oluşturulan iki grubun tüm lipid değerlerinin ortalaması 

istatistiksel olarak karşılaştırıldığında ise plazma kolesterol seviyeleri arasında da 

anlamlı bir fark olduğu saptanmıştır (p=0,035). HDL kolesterol seviyesi 40 mg/dl’den 

yüksek olan grubun ortalama plazma kolesterol seviyesinin 194,67 ± 46,18 mg/dl ve 

HDL kolesterol seviyesi 40 mg/dl’den düşük olan grupta ise 174,56 ± 42,90 mg/dl 

olduğu saptanmıştır.  Kardiyovasküler hastalıkların gelişiminde lipid düzeyleri önemli 

bir yere sahiptir. Yüksek total kolesterol ve LDL kolesterol seviyesinin yüksek 

olmasının, Castelli ve arkadaşları tarafından 1983’te yapılan çalışmalar (91) ile 

kardiyovasküler hastalıkların gelişiminde önemli bir role sahip olduğu gösterilmiştir. 

Bunun yanında düşük HDL kolesterol seviyesinin de kardiyovasküler hastalıkların 

gelişimiyle yakından ilgili olduğu ve yüksek HDL kolesterol seviyesinin ise 

kardiyovasküler hastalıklar için koruyucu etkisinin olduğu daha önce yapılan çalışmalar 

ile gösterilmiştir (92).  

 miRNA’lar kısa bir süre önce keşfedilmiş, gen ekspresyonunu olumsuz şekilde 

kontrol eden kodlanmamış kısa RNA’lar olarak tanımlanmıştır (93). Son yıllarda 
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miRNA’lar üzerinde oldukça çok çalışma yapılmış ve halen yapılmaktadır. Yakın 

zamanda yapılan çalışmalar hücre canlılığında, insan malignitelerinin başlamasında ve 

ilerlemesinde miRNA’ların rolünü desteklemektedir. Son beş yıldaki bulgular, hücre 

proliferasyonu, apoptoz, gelişim, farklılaşma ve metabolizma gibi önemli süreçlerin 

düzenlenmesinde miRNA'ların rolünü göstermektedir. Son zamanlarda ise miRNA 

ekspresyonu ve miRNA’lar ile ilgili işlev bozuklukları özellikle kanser ile 

ilişkilendirilmiştir (94-99). 

 Tez çalışmasında kullanılan iki gruba ait miRNA 223 ekspresyon düzeyilerini 

karşılaştırmak üzere delta Ct (ΔCт) ve kat değişim farklarını göstermek için bir internal 

kontrol (housekeeping assay = SNORD 68) kullanılmıştır. miRNA ekspresyon 

düzeylerinin belirlenmesi için yapılan hesaplamalar Livak formülü (2 delta delta 

Ct=2ΔΔCт) (83) kullanılarak yapılmıştır. Livak formülüne göre hesaplama yapılırken 

hedef miRNA’nın Ct değerinden internal kontrolün Ct değeri çıkarılarak                

(hedef Ct - internal kontrol Ct) ΔCт hesaplanmış, daha sonra hedef miRNA ve internal 

kontrol için hesaplanan ΔCт değerlerinden meta kontrol için hesaplanan                       

ΔCт ve tüm internal kontrol için hesaplanan ΔCт farkı çıkarı larak                                                 

(ΔCт hedef-ΔCт internal kontrol)-( ΔCт meta kontrol-ΔCт internal kontrol) ΔΔCт 

değeri hesaplanmıştır. Hesaplanan ΔΔCт değeri logaritma 2 tabanında (2^(-ΔΔCт)) 

hesaplanmış ve bulunan değer Ln tabanında logaritması alınarak (Ln2^(-ΔΔCт)) kat 

değişim değeri bulunmuştur (83). Daha önce yapılan DNA, mRNA ve miRNA 

ekspresyon seviyelerinin saptanmasında kullanılan Livak formülü hesaplamaları doku 

ve hücre kültürü çalışmalarında uygulanmıştır. Bu yüzden daha önce yapılan doku 

çalışmalarında sağlam doku ve hücre kültüründe sağlam hücre hatlarının 

karşılaştırılması ile Livak formülünün uygulanabilirliği bu çalışmaya göre daha 

elverişlidir. Bu çalışmada Livak formülünü uygulayabilmek için yapılması gereken 

miRNA ekspresyon seviyesi incelenecek grubun hem meta kontrol grubu hem de tüm 

internal kontrol grubuna ait ΔCт değerlerinin karşılaştırılmasıdır.  

 Çalışmamızda gerçek zamanlı PZR sonucu elde ettiğimiz Ct değerleri ile yapılan 

hesaplamalar sonucu miRNA 223 ifade düzeyi ΔCт, 2^(-ΔΔCт) ve Ln 2^(-ΔΔCт) 

değerleri cinsinden elde edildi. miRNA 223 ekspresyon seviyesi HDL kolesterol 

seviyesi 40 mg/dl’nin üstünde ve altında olan iki grup arasında istatistiksel analizler 
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yapılarak karşılaştırıldı. Yapılan student t test analiz sonucuna göre çalışmada ele alınan 

iki grup arasında miRNA 223 ifade düzeyinde herhangi bir anlamlılık görülmemiştir. 

Student t test sonucu herhangi bir anlamlılık bulunmamasına rağmen yapılan Alıcı 

İşletim Karakteristiği (ROC) analizi ile hasta ve kontrol olarak kabul edilen iki grup için 

miRNA 223’ün biyobelirteç olarak kullanılıp kullanılamayacağı analiz edilmiştir. 

Student t test analizinde iki grup arasında karşılaştırma yapılırken ortalama değerler ile 

analiz yapılırken ROC analizinde tüm değerler birbiriyle kıyaslanır ve böylece ortalama 

değer içinde göze batmayan yanlış negatif ya da yanlış pozitif değerlerin de 

değerlendirmesi yapılmış olur. Bu nedenle ROC analizinin yapılması laboratuvar test 

sonuçlarının kalitesini ve gerçekliğini arttırmaktadır. ROC eğrisinde x ekseni  ile 

‘duyarlılık’ (yanlış negatif) ve y ekseni ile ‘seçicilik’ (yanlık pozitif) gösterilmektedir. 

Yapılan testte elde edilen ROC eğrisi ne kadar yukarıda ve sola doğru ise tanı testinin o 

kadar iyi olduğu söylenebilir. ROC eğrisi çizildikten sonra eğrinin altında kalan alan 

(AUC = Area Under Curve) değeri ne kadar yüksek ise (ne kadar 1’e yakın ise) tanı 

testinin o kadar başarılı olduğu kabul edilir. ROC analizi özellikle tıp alanında yanlış 

pozitif ve yanlış negatiflikleri ortaya koyduğu için, ve biyobelirteç belirlemek üzere 

oldukça önem taşıyan istatistiksel bir analiz olarak kabul edilir (100).  

 Çalışmamızda yapılan miRNA 223 ΔCт ROC eğrisinde AUC 0,504 olarak 

hesaplanmış ve istatistiksel bir anlamlılık görülmemiştir. miRNA kat değişim ROC 

eğrisinde ise AUC yine 0,504 olarak hesaplanmış ve istatistiksel bir anlamlılık 

saptanmamıştır. ROC analizi sonucunda miRNA 223’ün HDL seviyesi 40 mg/dl’nin 

altında olup patolojik durum olarak kabul edilen grup ve HDL seviyesi 40 mg/dl’nin 

üstünde olup kontrol olarak kabul edilen grup için uygun bir biyobelirteç olmadığı 

gösterilmiştir.  

 Biyobelirteç olarak kullanılan kavram hastalıkların erken teşhis ve bazı 

hastalıklar için tedavi yöntemi olarak kullanılabilecek rehberler olarak tanımlanmaktadır 

(101). Bir molekülün ideal bir biyobelirteç olarak kabul edilebilmesi için 3 temel koşulu 

sağlaması gerekmektedir. İlk olarak analiz edilecek örneğin serum, plazma ya da idrar 

gibi invaziv olmayan yöntemlerle alınması gerekmektedir. İkinci koşul analiz edilecek 

molekülün yarılanma ömrünün uzun olması gerektiğidir. Üçüncü ve son koşul ise analiz 

yönteminin güvenilirliğinin yüksek olması ve kısa sürede sonuç verebilecek bir yöntem 
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olmasıdır (101). Biyobelirteç olarak kullanılan moleküllerden en yaygın olanları 

proteinler ve polipeptidler olmakla birlikte özellikle son yıllarda miRNA’ların da bir çok 

hastalık için biyobelirteç olarak kullanılabileceği düşünülmeye başlanmış ve miRNA’lar 

ile yapılan çalışmalar önemli derecede artmıştır. miRNA’ların başta kanser olmak üzere, 

koroner arter hastalıkları, ateroskleroz ve diğer çeşitli hastalıkların tanısında ve 

tedavisinde kullanılabilecek biyobelirteçler olabileceği görüşü gün geçtikte artmaktadır 

(102). 

 Dünya geneline bakıldığında önde gelen ölüm nedenleri arasında ilk sıralarda 

kardiyovasküler hastalıklar (KVH) bulunmaktadır. Ateroskleroza neden olan en önemli 

risk faktörleri ise plazmada bulunan LDL ve HDL kolesterol seviyeleridir (103,104). 

Son yıllarda yapılan çalışmalar doğrultusunda miRNA’ların dolaşımda bulunan lipidleri 

düzenlediği ve kardiyovasküler hastalıkların riskini etkileyerek KVH için biyobelirteç 

olarak kullanılabileceği düşünülmektedir (105-110). Plazma kolesterol seviyelerini 

düzenleyen miRNA’ların sayısı, miRNA 223 de dahil olmak üzere gün geçtikçe 

artmaktadır.  

 HDL molekülü dokulardan ve hücrelerden aldığı kolesterolü karaciğere 

taşıyarak ters kolesterol taşınmasını karaciğerde bulunan Scavenger reseptörü (SRB1) 

yoluyla gerçekleştirir. Vickers ve arkadaşlarının yaptığı çalışmada (2014) (111) 

miRNA223’ün kolesterol biyosentezini gerçekleştiren genleri (HMGS1, SC4MOL) 

baskılayarak kolesterol sentezini durdurduğu ve SRB1 genini baskılayarak karaciğere 

HDL alımını düşürdüğü gösterilmiştir. Aryal ve arkadaşlarının yaptığı çalışma (2017)  

(106) ile de Vickers ve arkadaşlarının yaptığı çalışmayı destekleyen sonuçlar ile SRB1 

reseptörünün miRNA 223 ve bazı miRNA’lar tarafından düzenlendiği gösterilmiştir. 

Özellikle miRNA 223 ve SRB1 reseptörünün düzenlenmesinde görev alan miRNA’ların 

aşırı ekspresyonunun karaciğer hücrelerinde SRB1 reseptörünün ekspresyon seviyesini 

azaltarak HDL alımını düşürdüğü saptanmıştır. Fareler üzerinde yapılan miRNA 223 

geninin susturulması ile hepatik SRB1 reseptörünün ekspresyon seviyesinin ve farelerin 

plazma HDL seviyelerinin arttığı gözlemlenmiştir (112,113).  

 Vegter ve arkadaşlarının yapmış olduğu çalışmada (2017) (114) ise dolaşımda 

bulunan miRNA 223’ün kalp yetmezliği ve ateroskleroz hastalarındaki seviyesi ile 

sağlıklı bireylerdeki seviyesi karşılaştırılmıştır. Yapılan istatistiksel analizler sonucu ise 
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kalp yetmezliği bulunan bireylerde sağlıklı bireylere kıyasla dolaşımdaki miRNA 223 

seviyesinin istatistiksel olarak anlamlı derecede daha düşük olduğu gösterilmiştir. Buna 

ek olarak dolaşımdaki miRNA 223 seviyesi ateroskleroz ile ilişkilendirildiğinde, 

miRNA 223 seviyesinin aterosklerozun ilerleme derecesine göre değiştiği ve 

ateroskleroz derecesi ilerledikçe azaldığı rapor edilmiştir. Ayrıca daha önce yapılmış 

Vegter ve arkadaşlarının yaptığı çalışmaları destekler nitelikte olan bir çok çalışma ile, 

miRNA 223 ifade düzeyinin obezite, insülin direnci, Tip 2 diabet, ateroskleroz ve 

inflamatuar bozukluklar gibi birçok kardiyometabolik hastalıkta değişebiledeği savı ileri 

sürülmüştür (115-117).  

 Schulte ve arkadaşlarının 2015’te (118) büyük bir koroner arter hasta topluluğu 

ile yaptığı çalışmada, miRNA 223 ve miRNA 197’nin miktarının ve ekspresyon 

seviyesinin kardiyovasküler ölümlerin öngörülmesinde ve ileride karşılaşılabilecek 

kardiyovasküler hastalıklarda biyobelirteç olarak kullanılabileceği rapor edilmiştir. 

Buna ek olarak, akut koroner sendrom hastaları için alt grup analizi yapılarak 

yükseltilmiş miRNA 223 ve miRNA 197 seviyeleri ile gelecekteki kardiyovasküler 

ölüm arasında kuvvetli bir ilişki ortaya koyulmuştur. 

 Çalışmamızda amaçlanan miRNA 223 ifade düzeyinin HDL kolesterol seviyesi 

üzerine etkisinin araştırılması ve HDL’ye bağlı metabolik bozukluklarda miRNA 223’ün 

biyobelirteç olarak kullanılıp kullanılamayacağı olmakla birlikte, kolesterol ve lipid 

metabolizması bir bütün olarak düşünülmelidir. Bu görüş doğrultusunda çalışmamızda, 

elde edilen miRNA 223 ifade düzeylerinin tüm lipid değerleriyle ve buna ek olarak 

vücut kitle indeksi ve vücut yüzey alanı ile olan korelasyonlarına Pearson korelasyon 

testi ile bakılmış ve korelasyonların pozitif ya da negatif olduğu korelasyon doğru 

grafikleri ile gösterilmiştir.  

  HDL taşıyan miRNA’ların ilk kez 2013 yılında bağımsız doğrulama yöntemi 

kullanılarak Wagner ve arkadaşları tarafından yapılan çalışmalarla gösterilmiştir (45). 

Bu çalışmada kullanılan kantitatif PZR ile (qPCR) insan HDL’sinde miRNA 223 

bulunduğunu doğrulanmıştır. Bu yöntem ile insan HDL’sinin 1 µg’ında 10,000 

kopyadan fazla miRNA 223 olduğu saptanmıştır. Ayrıca, HDL-miRNA 223 seviyesinin 

total plazma miRNA’larının yaklaşık 8%’ini oluşturduğu bildirilmiştir. Wagner ve 

arkadaşları aynı çalışmayı insan LDL’sini kullanarak da yapmışlardır, ve sonuç olarak 
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miRNA 223’ün LDL’de bulunan diğer miRNA’lara göre daha fazla miktarda olduğunu 

bildirmişlerdir. Ancak, LDL’de bulunan miRNA 223 1 µg’da yaklaşık 1500 kopya 

olarak HDL’de bulunan miktarına göre oldukça düşük seviyede saptanmıştır (45). 

 Bu çalışmada miRNA 223 ekspresyon seviyesinin plazma kolesterol, trigliserid, 

LDL, HDL ve VLDL ile olan korelasyonlarına bakıldığında da daha önce yapılan 

çalışmaları destekler nitelikte tüm lipid değerleri ile ilişkili olduğu Pearson korelasyon 

testi ile gösterilmiştir.  

 HDL kolesterol seviyesi 40 mg/dl’nin üstünde olup kontrol olarak kabul edilen 

bireylerde miRNA 223 Ct değerleri ile HDL kolesterol seviyesi arasında pozitif 

korelasyon görülmüştür. Ct değerinin yüksek olması miRNA 223 ekspresyon 

seviyesinin düşük olduğunu ifade etmektedir. Ct değeri ve HDL seviyesi arasındaki 

pozitif ilişki, miRNA ekspresyon seviyesinin düşük olmasının plazma HDL kolesterol 

seviyesinin artışına neden olduğunu göstermektedir. Daha önce bir kaç grubun yapmış  

olduğu çalışma ile gösterilen, farelerde miRNA 223 geninin susturulması ile hepatik 

SRB1 ve plazma HDL seviyesinin artışı (112,113) çalışmamızı destekler niteliktedir. 

miRNA 223 ΔCт değerleri ile LDL kolesterol seviyesi arasında da negatif korelasyon, 

kat değişimi ile LDL seviyesi arasında ise pozitif korelasyon saptanmıştır.  

 Ayrıca miRNA 223’ün obezite ile de ilişkili olduğu ve ifade düzeyinin obeziteye 

bağlı olduğu bilinmektedir. Bu bilgiler doğrultusunda miRNA 223 ekspresyon 

seviyesinin obezite tanısında dikkat edilen vücut kitle indeksi ve vücut yüzey alanı ile 

ilişkisine bakıldığında da Ct ve ΔCт değerleri ile korelasyonlarının olduğu istatistiksel 

analizler ile gösterilmiştir. 

 HDL kolesterol seviyesi 40 mg/dl’nin altında olup hasta olarak kabul edilen 

bireylerde miRNA 223’ün Livak formülüne (2^(-ΔΔCт)) göre hesaplanan kat değişimi 

ile plazma kolesterol ve LDL arasında negatif korelasyon saptanmıştır. Bu sonuçlar 

doğrultusunda, 2^(-ΔΔCт) hesabına göre miRNA 223 ekspresyon seviyesinin yüksek 

olması plazma kolesterol ve LDL seviyesinin düşmesine neden olmaktadır. 
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SONUÇ OLARAK DİYEBİLİRİZ Kİ; 

 Bu tez çalışması sonucu elde ettiğimiz verilere göre miRNA 223 ifade düzeyi 

HDL seviyesi 40 mg/dl’nin altında olan ve hasta olarak kabul edilen grup için 

ateroskleroz, koroner arter hastalıkları ve kardiyovasküler hastalıklar için ayırt edici bir 

biyobelirteç olarak kullanılmamakla birlikte, miRNA 223 ifade düzeyi ile plazma 

kolesterol düzeyi, LDL kolesterol düzeyi ve HDL kolesterol düzeyi arasında pozitif ya 

da negatif korelasyonlar olduğu gösterilmiştir.  

 Yapılan çalışmanın hasta ve kontrol olarak kabul edilen gruplardaki birey 

sayısının arttırılarak yapılması, miRNA 223 ifade düzeyinin HDL kolesterol seviyesine 

etkisinin araştırılması üzerine daha etkili olacağı düşünülmektedir. 
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