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OZET

Giileg, C. (2012). Bifosfonat ve Statinlerin Cok Yonli Etkisinde ROR-Alfa
Transkripsiyon Faktoriiniin Olas1 Rolii. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii,
Genetik ABD. Doktora Tezi. Istanbul.

Mevalonat yolagini baskilayarak kolesterol sentezini ve LDL diizeyini diisiiren, bu
nedenle de koroner kalp hastaliklarinin tedavisi veya Onlenmesinde yaygin olarak
kullanilan statin grubu ilaclarm, LDL’den bagimsiz etkileri de oldugu bilinmektedir.
“Cok yonlii etkiler” olarak tanimlanan bu etkilerin benzeri, mevalonat yolagini hedef
alan fakat kemik hastaliklarinin tedavisinde kullanilan bifosfonat grubu ilaglarda da
gozlenmektedir. Her iki ilag grubunda gozlenen ¢ok yonlii etkiler, mevalonat yolaginin
ara uriinleri olan izoprenoidlerin azalmasi ile agiklanmaktadir.

Statin ve bifosfonatlarin ¢ok yonlii etkileri izoprenoidlerle rahatlikla aciklanabilse de,
mevalonat yolagmin son iriinii olan kolesteroliin hiicre i¢i diizeyindeki degisimin bu
siirecteki rolii heniiz dislanmamistir. Bu nedenle tez ¢alismasinda, her iki ilacin ¢ok
yonlii etkisinde, hiicre i¢i kolesterol diizeyinin olasi rolii ele alindi. Bu amagla, aktivitesi
hiicre ici kolesterol diizeyine duyarli bir transkripsiyon faktorii olan ROR-alfa ele
alinarak, bu transkripsiyon faktoriiniin iki hedef geni incelendi.

Kromatin immiinopresipitasyon ile ROR-alfa’nin hedef genleri oldugu gosterilen SPP1
ve IKBKA’nin simvastatin (statin) ve neridronat (bifosfonat) varliginda kiiltiire edilen
THP-1 makrofajlarindaki gen anlatim diizeyleri 6l¢lildii. Simvastatin ve neridronatin
gen anlatimi lizerindeki etkileri, yapay ROR-alfa ligandi SR1001 varliginda ve/veya
kolesterol yoklugunda karsilastirilarak, ROR-alfa aktivitesi ve kolesterol varligmnin
etkisi incelendi.

Sonuglarimiz, mevalonat yolagini hedef alan ilaclarin ¢ok yonlii etkisinde ROR-alfa’nin
kolesterole bagli ve kolesterolden bagimsiz olmak iizere iki farkli sekilde rol
oynayabilecegini gostermektedir. Ayrica, yapay ROR-alfa ligandi SR1001’in kolesterol
varliginda antagonist, kolesterol yoklugunda agonist etki gosterdigi de anlasilmistir.
Farkli hiicre tiplerinde tanimlanacak olan farkli ROR-alfa hedef genlerinin de benzer
sekilde incelenmesi veya Ror-alfa mutant hayvan modellerinde yapilacak deneyler,
statin ve bifosfonatlarin ¢ok yonlii etkisinde ROR-alfa’nin oynadig roliin klinik olarak
anlamli olup olmadigin1 gosterecektir.

Anahtar Kelimeler: ROR-alfa, niikleer resptor, kolesterol, simvastatin, neridronat

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 4097
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ABSTRACT

Gulec, C. (2012). Possible Role of ROR-alpha Transcription Factor on Pleiotropic
Effects of Biphosphonats and Statins. Istanbul University, Institute of Health Science,
Depatment of Genetics. Doctoral Thesis. Istanbul.

Statins, which decrease LDL-cholesterol level by inhibiting mevalonat pathway and
cholesterol synthesis, are widely used for treatment or preventation of atherosclerotic
coronary heart disease. Statins also have other effects independent of LDL-cholestrol
synthesis, and they are known as “pleiotropic effects”. Similar pleiotropic effects are
observed in biphosphonates as well, which target the mevalonate pathway and are used
for the treatment of osteoporosis. Those pleiotrophic effects of both drugs are usually
explained by the decrease of isoprenoids, derivatives of mevalonate pathway, although
the role of cholesterol, the end product of mevalonate pathway, in this process has not
been excluded yet.

In this thesis study, possible role of intracellular cholesterol level on the pleitrophic
effects of both drugs was investigated. For the analysis of cholesterol effects, the
transcription factor ROR-alpha, activity of which is controlled by intracellular
cholesterol level, was used, and its effects on two target genes, SPPI and IKBKA, were
determined.

Expression levels of SPPI and IKBKA were measured in THP-1 macrophages, cultured
in the presence of simvastatin (a statin drug) and neridronate (a biphosphonate drug).
Effects of ROR-alpha activity and cholesterol were investigated, by comparing the
effects of simvastatin and neridronate on gene expressions in the presence or absence of
synthetic ROR-alpha ligand SR1001 and/or cholesterol.

Our results show that ROR-alpha may play both cholesterol-dependent and cholesterol-
independent roles in the pleiotrophic effects of the drugs, which target mevalonate
pathway. In addition, it has also been observed that synthetic ROR-alpha ligand SR1001
acts as antagonist in the presence of cholesterol and as agonist in the absence of
cholesterol. Investigation of other ROR-alpha target genes, which are to be identified in
various cell types, or the experiments, which are performed in ROR-alpha mutant
animal models, are expected to elucidate whether the role of ROR-alpha on pleitrophic
effects of statins and biphosphonates have a clinical importance or not.

Key Words: ROR-alpha, nuclear receptor, cholesterol, simvastatin, neridronate

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. 4097



1. GIRIS VE AMAC

Koroner arter hastaliklar1 icin en 6nemli risk faktorlerinden biri kabul edilen kan
LDL diizeyi, yaygin olarak kullanilan statin grubu ilaglarla disiiriilebilmektedir.
Kolesterol sentezini, ilk basamagindaki HMG-KoA rediiktaz enzimini baskilayarak
diistiren statinlerin, LDL’y1 diistirme etkisinden bagimsiz baska etkileri de oldugu
bilinmektedir. Statinlerin ¢cok yonlii etkisi olarak tanimlanan bu etkilerin, kolesterol ile
ayn1 biyokimyasal yolaktan sentezlenen ve steroid yapida olmayan izoprenoidlerin
islevlerinden kaynaklandigi kabul edilmektedir. Kolesterol sentezini farkli bir noktada
baskilayan ve osteoporoz ve Paget hastaligi gibi kemik hastaliklarinin tedavisinde sik
kullanilan bifosfonat grubu ilaglarda da benzer etkilerin gozlenmesi, izoprenoid adi

verilen bu lipidlerin roliinii dogrulamaktadir.

Statin ve bifosfonatlarin izoprenoid diizeyini degistirerek neden olduklar:
sonuglar 1yi arastirilmis olmasina ragmen, hiicre i¢i kolesterol diizeyi tizerindeki etkileri

ve bunun sonuglar1 yeterince arastirilmamaistir.

Hiicre i¢i kolesterolii ligand olarak bagladigi gosterilen ROR-alfa transkripsiyon
faktori, ligand baglanmasi ile aktiflesen ve hedef genleri araciligrya metabolizma ve
biyolojik saatin diizenlenmesine katilan bir niikleer reseptordiir. ROR-alfa’nin dogal
ligandlarindan olan hiicre i¢i serbest kolesteroliin, statin veya bifosfonat kullanimina
bagl olarak degisebilecegini ve bu degisimin de ROR-alfa aktivasyonunu ve hedef
genlerinin anlatimlarini etkileyebilecegini varsaydik. Bu olas1 degisimlerin, statin ve
bifosfonatlarin ¢ok yonlii etkisinde rol oynayabileceklerini diisiinerek, izoprenoidlerden
bagimsiz, kolesterol ve ROR-alfa’ya bagh alternatif bir mekanzimanm varligini test

etmeyi amagladik.

Statin ve bifosfonatlarin, ¢cogunlukla faydali oldugu kabul edilen c¢ok yonli
etkilerinde ROR-alfa’nin rol oynadigmin gosterilmesi, ligand araciligiyla kontrol

edilebilir bir transkripsiyon faktorii olmasi nedeniyle klinik 6nem tasiyabilir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. NUKLEER RESEPTORLER

2.1.1. Niikleer Reseptor Ust Ailesi

Transkripsiyon faktorlerinin “Niikleer Reseptor” {ist ailesi, ligand baglanmasi ile
etkinlesen transkripsiyon faktorlerini kapsamaktadir. Niikleer Hormon Reseptorii olarak
da bilinen bu transkripsiyon faktorleri, diger transkripsiyon faktorlerinden farkl olarak,
DNA’ya baglanmak ya da baglandiktan sonra transkripsiyonu baslatmak icin “ligand”
ad1 verilen bir molekiile gereksinim duyarlar. Genellikle hiicre dis1 kaynakli olan bu
ligandlar arasinda en ¢ok bilinenleri steroid ve tiroid hormonlaridir. Ostrojen,
progesteron, glukokortikoid ve tiroid hormonu gibi hormonlarin her biri i¢cin dstrojen
reseptorii (ER), progesteron reseptorii (PR), glukokortikoid reseptorii (GR) ve tiroid
hormon reseptdrii (TR) gibi 6zgiil birer reseptdr bulunur ve ilgili hormonun baglanmasi
ile bu reseptorler transkripsiyon faktorii etkinligi kazanwr. Steroid ve tiroid
hormonlarinin yaninda, A vitamini kokenli retinoik asidi tanityan retinoik asid
reseptorleri (RAR) ve D vitaminini taniyan vitamin D reseptorii (VDR) de niikleer
reseptor st  ailesinin  iyelerindendir. Bu nedenle niikleer reseptdler,
steroid/tiroid/retinoid reseptorler olarak da adlandirilir (Evans R.M ve ark. 1988; Evans

R. ve ark. 2005).

Yapisal olarak niikleer reseptorler, 5 farkli bolgeden olusur (Sekil 2-1). Proteinin
amino (N-) ucundan karboksi (C-) ucuna dogru bu bolgeler; A/B bolgesi, C bolgesi, D
bolgesi, E bolgesi ve F bolgesi olarak tanimlanir. A/B bolgesi, niikleer reseptorler
arasinda en degiskenlik gosteren bolgedir. Bu bdlgede yer alan AF-1, reseptoriin
liganddan bagimsiz transkripsiyon aktivasyon islevinden sorumludur. En iyi korunmus
bolge olan C bolgesi, reseptdriin DNA’ya baglanmasini saglayan iki adet ¢inko-parmak
motifi igerir. Reseptoriin DNA dizi seciciligi bu bolge araciligiyla saglanir. C ve E
bolgeleri arasinda yer alan ve baglayic1 gorevi goren D bolgesi, reseptor esnekliginden
sorumludur. E bogesi, reseptoriin ligand baglama, dimerizasyon ve protein-protein
etkilesimlerinden = sorumludur.  Reseptoriin  liganda  bagimli  transkripsiyon
aktivasyonundan sorumlu olan AF-2 bolgesi de burada yer alir. F bdlgesinin islevi ise
net olarak bilinmemektedir (Bulynko YA ve O'Malley BW 2010; Bain, DL ve ark.
2007; Carson-Jurica, MA ve ark. 1990).



Liganda bagiml
transkripsiyon
aktivasyonu

Liganddan bagimsiz
transkripsiyon
aktivasyonu

N-{ AF-1

Sekil 2-1: Niikleer reseptorlerin genel yapisi ve farkli islevsel bolgeleri. AF-1: liganddan
bagimsiz trasnkripsiyon aktivasyon bolgesi, C: DNA baglama bolgesi, D: Baglayici
bolge, E: Ligand baglama bolgesi, AF-2: Liganda (L) bagli trasnkripsiyon aktivasyon
bolgesi

Niikleer reseptorlerin DNA baglama bolgeleri ve ligand baglama bolgeleri,
sirasiyla reseptoriin genomik ve liganda bagli etkisinden sorumludur. Ancak, bazi
niikleer reseptdrlerin non-genomik ve liganddan bagimsiz etkilerinin de oldugu
bilinmektedir. Ayrica niikleer reseptorlerin genomik etkileri de gen aktivasyonu, gen
represyonu, gen represyonunun kaldirilmasi veya gen transrepresyonu gibi gesitlilik
gosterebilir (Ordéfiez-Moran P ve ark.2009). Islevsel gesitliliginin yaninda, diger sinyal
yolaklarinin da etkisi altinda kalmalar1 ve ¢ok ¢esitli diizenleyici proteinler ile etkilesim
halinde olmalar1, niikleer reseptorleri karmasik hale getirmekte ve anlasilmalarini

giiclestirmektedir.

Insan genomunda 48 iiyesi bulunan niikleer reseptor iist ailesi, steroid hormon
reseptorleri ve lipofilik vitamin reseptorleri disinda, ligandi tanimlanmamis olan
reseptorleri de icermektedir. Ligandi baslangicta bilinmedigi i¢in bu reseptorler genel
olarak oksiiz (orphan) reseptorler olarak adlandirilmislardir (Germain P ve ark. 2006;
Giguere V ve ark. 1999). Aktiviteleri ligand araciligiyla kontrol edilebildikleri i¢in
niikleer reseptorler, farmakolojik olarak kolay hedeflerdir. Bu nedenle niikleer
reseptorler i¢in gelistirilen yapay ligandlarin bir¢cok klinik kullanim alani bulunmakta

(Tablo 2-1) ve gelecekte yeni yapay ligandlarin eklenmesiyle artacagi diistiniilmektedir.



Niikleer reseptor st ailesinin iiyeleri, ligandlar1 ve klinik kullanimlar1 (Germain P

ve ark. 2006)

Tablo 2-1
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Niikleer resept
(Germain P ve ark. 2006) (Devam)
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Niikleer reseptorlerin ROR ailesi, retinoik asidi taniyan retinoik asid reseptorleri
(RAR’lar) ile yapisal benzerligi nedeniyle retinoik asid reseptorii iliskili 6ksiiz reseptor
(Retinoc Acid Receptor reladed Orphan Receptor-ROR) olarak adlandirilan {i¢ tiyeden
olusur. Her biri farkli bir gen tarafindan kodlanan ROR-alfa (NR1F1), ROR-beta
(NRI1F2) ve ROR-gama’nin (NR1F3) farkli dokularda dagilim gdstermesi, gorevlerinin
de farkli oldugunu gostermektedir. Karaciger, timus, deri, iskelet kasi, beyincik, bobrek
ve akciger gibi genis bir doku dagilimi gosteren ROR-alfa, bu dokularda
metabolizmanin diizenlenmesi ve biyolojik saatin kontroliinde gorev alir. Hipofiz bezi
ve retina gibi dokularda yiiksek olmak iizere, merkezi sinir sistemi ile simirl bir dagilim
gosteren ROR-beta’nin, merkezi biyolojik saatin diizenlenmesinde rol oynadigi, timus
ve lenfoid dokularda yiiksek gen anlatimma sahip olan ROR-gama’nin ise bagisiklik
sisteminde gorev aldig1 diisiiniilmektedir (Jetten AM ve ark. 2006; 2009; Schaeren-
Wiemers N ve ark. 1997; Kurebayashi S ve ark. 2000).

Ligand baglama bolgeleri, aralarinda farklilik gosteren ROR transkripsiyon
faktorlerinin DNA baglanma bolgeleri ise daha iyi korunmustur. Her bir ROR geninin
kodladig: farkli izoformlar arasinda da amino (N-) uzantilar1 agisindan farklilik vardir

(Solt LA ve ark. 2010) (Sekil 2-2).



DNABaglama Ligand Baglama Protein

Bolgesi Bolgesi Uzunlugu
ROR-al | 523 aa
ROR-a2 556 aa
ROR-a3 548 aa
ROR-a4 468 aa
ROR-B1 459 aa
ROR-B2 470 aa
ROR-y1 516 aa
ROR-y2/yt 497 aa

Sekil 2-2: ROR ailesinin ii¢ iiyesi (alfa, beta ve gama) tarafindan kodlanan proteinlerin
karsilastirilmasi (Solt LA ve ark.2010). DNA baglama ve ligand baglama bolgelerinin
ROR-alfa ile dizi benzerlikleri yiizde olarak gdsterilmistir.

2.1.2. ROR-Alfa
15. kromozomda 17 kb uzunlugunda bir bolgeyi kaplayan ROR-alfa geni, 15

ekzondan olusur ve alternatif kirpilma ve promotor kullanimi ile 4 farkli transkript
iiretir. Bu transkriptler, amino (N-) ucundaki A/B bdlgeleri farklilik gdsteren 4 protein
kodlar.



Dort farkli ROR-alfa izoformundan ROR-alfal ve ROR-alfa4 yaygin doku
dagilim gosterirken ROR-alfa2 genellikle immiin hiicrelerle, ROR-alfa3 ise testis ile
siirl bir doku dagilimi gosterir (Solt LA ve ark. 2010).

ROR-alfa, diger niikleer reseptorler gibi C bolgesi araciligiyla DNA’ya baglanir.
ROR-alfa’nin C bolgesi, reseptoriin DNA tizerindeki AT ce zengin 6 bazlik bolgeye
komsu AGGTCA dizisine (WWAWNAGGTCA) monomer olarak baglanmasimni saglar.
ROR yanit elementi (ROR Response Element, RORE) olarak tanimlanan bu diziler
araciligiyla hedef genlerini tamiyan ROR-alfa, etkilestigi diizenleyici proteinler
araciligiyla da transkripsiyonun baslamasini tetikler (Solt LA ve ark.2010; Carlberg ve
ark.1994).

ROR-alfa’nin islevinin anlasilmasi, ataksi ve hipotoni &zelligi gosteren
staggerer fare soyunun dogal Ror-alfa mutasyonu (Ror—a'/ 7) tasidiginin anlasilmasiyla
hiz kazanmistir (Hamilton BA ve ark. 1996). Staggerer mutant farelerde ataksinin
yaninda, osteoporoz, dislipidemi, uzamis hiimoral yanit ve ateroskleroza yatkilik gibi
fenotipik 6zellikler de bulunmaktadir. Farkli dokularda, anlatimlar1 Ror-alfa tarafindan
diizenlenen hedef genlerin tanimlanmasiyla, staggerer farelerindeki bulgular
aciklanabilmistir (Sekil 2-3). ROR-alfa’nin beyincikte Iltprl, Pcp4, ve Pcp2 hedef
genleri araciligiyla Purkinje hiicre gelisimini diizenledigi, Spp! (osteopontin) geni
araciligiyla kemik yapilanmasini, MyoD geni araciligiyla kas gelisimini kontrol ettigi,
karacigerde ApoAl, ApoC3 ve ApoA5 genleri araciligiyla lipoprotein metabolizmasinda,
damar diiz kas hiicrelerinde /kba geni araciligiyla da iltihabi yanitin baskilanmasinda rol
oynadig1 anlagilmistir (Boukhtouche F ve ark. 2006; Hamilton BA ve ark. 1996; Lau P
ve ark. 1999; Vu-Dac N ve ark. 1997; Raspe E ve ark. 2001; Lind U ve ark. 2005;
Delerive P ve ark. 2001). ROR-alfa’nin C/EBP beta ve perilipin genleri araciligiyla
adiposit gelisimini diizenlediginin anlasilmas1 ve ROR-alfa genini etkileyen dengeli bir
t(4;15) translokasyonun agir obeziteye neden oldugunun gosterilmesi, obezite
gelisiminde de ROR-alfa’nin 6nemli olabilecegini diisiindiirmiistiir (Ohoka N ve ark.

2009; Lau P ve ark. 2008; Klar J ve ark. 2005).
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Sekil 2-3 : Farkli dokularda tanimlanan ROR-alfa hedef genleri ve staggerer mutant farelerde
gozlenen fenotipik 6zellikler.

Diger niikleer reseptorler gibi, ROR-alfa da transkripsiyonel ve post-
translasyonel mekanizmalarm kontrolii altindadir. Transkripsiyonel diizeyde ROR-
alfa’y1 kontrol ettigi bilinen en 6nemli transkripsiyon faktorii HIF1-alfa’dir. Hiicrenin
hipoksik kosullara uyum saglamasinda temel diizenleyici olan HIF1-alfa, promotoruna
baglandig1 ROR-alfa geninin anlatimini yiikseltir. HIF1-alfa ve ROR-alfa arasindaki bu
iliskinin karsilikli oldugu ve protein diizeyinde ROR-alfa’nin da HIFI-alfa’ya
baglanarak kararliligini artirdigi gosterilmistir (Chauvet C ve ark. 2004; Kim EJ ve ark.
2008).

ROR-alfa’nin transkripsiyon aktivitesi ise, diger niikleer reseptorlerde oldugu
gibi ligandlar ve etkilestigi diizenleyici proteinler araciligiyla kontrol edilir. Baglangicta
ligand1 bilinmedigi i¢cin Oksiliz reseptorler grubuna uygun olarak adlandirilan ROR
transkripsiyon faktorlerinin bazi molekiilleri ligand olarak bagladigi anlagilmigtir. ROR-
alfa’nin da melatonin hormonu, kolesterol ve bazi kolesterol tiirevlerini ligand olarak

bagladig1 gosterilmistir (Sekil 2-4). Melatoninin membran yerlesimli reseptorleri (MT1
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ve MT2) disinda niikleer yerlesimli reseptor olarak ROR-alfa araciligiyla da etki
gosterdigi ve glinlilk dongiiye bagl biyolojik saatin diizenlenmesinde ROR-alfa’nin da
kilit rol oynadig1 anlagilmistir (Kallen JA ve ark.2002; Schlaeppi J ve ark. 2002; Kallen
Jve ark. 2004; Wang Y ve ark. 2010; Becker-Andre M ve ark. 1994).

Hiicre igi kolesterol Dﬂgﬂl RGR'CI.I'FQ Biyolojik saat

- ligandlari /
Iskemi " rFa

|- N .p-'Jl'.""- ""rr

il ( !\"" Kolesterol -**/r \"
Hipoksi H-:'-Itw'.n::r-.'-l -‘.=:-:|II'.|r Melatonin

. N\ Vi

Sekil 2-4: ROR-alfa’nin transkripsiyon ve ligand diizeyinde kontrolii

ROR-alfa ligandlar1 arasinda kolesteroliin de bulunmasi, ROR-alfa’nin
transkripsiyonel aktivitesinin hiicre i¢i kolesterol diizeyine bagli degisebilecegini
diistindiirmustiir. ROR-alfa ligand baglama bolgesine baglandigi gosterilen serbest
kolesteroliin, reseptdrde bicimsel degisiklige yol a¢tig1, boylece diizenleyici proteinlerin
baglanmasmi kolaylastirarak  transkripsiyon aktivasyonunu baglattigir  tahmin
edilmektedir. Fizyolojik kosullarda ROR-alfa’ya baglanan serbest kolesteroliin kaynagi

ve ROR-alfa’ya nerede baglandig ise bilinmemektedir.
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2.2. KOLESTEROL
Kolesterol, yapisal ve islevsel olarak yasamsal Oneme sahip bir yag
molekiiliidiir. Hiicre ve organel zarlarinin biyofiziksel 6zelliklerinin belirlenmesi ve zar
biitiinliigiiniin devamlilig1 icin gereken kolesterol, steroid hormonlarmm da Onciil

maddesini olusturur.

Biiyiik 6lciide hidrofobik yapidan olusan kolesterol molekiilii, 2 karbonlu asetil
KoA’dan 37 basamakli, uzun ve karmasik bir enzimatik yol ile sentezlenir. Hiicrenin bu
yolla sentezledigi 1i¢ kaynakli kolesterol, hiicrelerin kolesterol gereksinimini
karsilamada genellikle yeterli olmadigi i¢in, hiicre disaridan da kolesterol almak
zorunda kalir. Bu dis kaynakli kolesterol ise, esterlesmis olarak tasindiklar1 kandaki
diisiik yogunluklu lipoproteinlerden (LDL) saglanir. Hiicrenin LDL reseptorii
aracilifiyla kandan aldigi LDL’de bulunan dis kaynakli kolesterol, karacigerin kendi

sentezledigi veya besin yolu ile disaridan aldigi kolesteroldiir.

Kolesterol, hiicre i¢in yasamsal bir 6neme sahip olmakla birlikte, fazlasi da
hiicrede toksik etki gosterir. Bu nedenle hiicre, fazla olan kolesterolii kanda bulunan
yiiksek yogunluklu lipoproteinlere (HDL) aktararak bu toksik etkisinden kendini korur.

HDL ise, dokulardan topladig: fazla kolesterolii karacigere geri tasir.

Kolesteroliin kanda silomikron, VLDL (¢ok diisiik yogunluklu lipoprotein),
LDL ve HDL gibi lipoproteinler araciligiyla bagirsak, karaciger ve diger dokular
arasindaki tasinma mekanizmasi oldukga arastirilmis ve goreceli olarak 1yi bilinen bir
konudur. Ancak, kolesteroliin hiicreye alinmasindan sonra izledigi yol, hiicre i¢indeki

dagilimi ve bu dagilimin diizenlenme mekanizmasi tam olarak anlagilamamastir.

2.2.1. Hiicre i¢i kolesterol metabolizmasi

Biiyiik 6lctide hidrofobik bir yapida olan kolesterol, fosfolipid, sfingolipid ve
kolesteril ester gibi diger amfipatik/hidrofobik molekiillere oranla kii¢iik bir molekiil
oldugu i¢in, hiicre i¢inde daha kolay ve serbest hareket yetenegine sahiptir. Amfipatik
ortamlara yerlesme egilimi olan kolesterol, 06zellikle fosfolipidlerin olusturdugu
hiicresel zarlar1 tercih eder. Kolesterol, fosfolipid icerigi ve niteligine bagli olarak i¢inde
bulundugu zardan pasif ya da aktif mekanizmalarla ayrilabilmektedir. Bu hareket
serbestisine ragmen, kolesteroliin hiicre i¢i dagilimma bakildiginda esit dagilim

gostermedigi, bazi zarlarda daha yiiksek oranda bulundugu goriiliir. Bu da kolesteroliin
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hiicre i¢i dagilimmin kontrol altinda tutuldugunu gostermektedir (Mesmin B ve

Maxfield FR. 2009).

Hiicre i¢i kolesteroliin biiylik kism1 plazma zarinda, bir kismi Golgi aygit1 ve
endoplazmik retikulum (ER) gibi organellerin zarinda, bir kism1 da tasiyici proteinlere
bagli bulunur. Suda ¢6ziiniirliigii az oldugu i¢in serbest olarak bulunan kolesterol diizeyi
diistiktiir. Kolesteroliin organeller arasinda vezikiiler yolla veya STARD (St4R related
lipid transfer Domain containing), OSBP (Oxysterol Binding Protein) gibi tasiyici
protein araciligiyla, dogrudan fiziksel temas veya serbest gecis yoluyla yer
degistirebildigi bilinmektedir (Mesmin B ve Maxfield FR 2009; Lange Y ve Steck TL
2008; Alpy F ve Tomasetto C 2005; Lehto M ve Olkkonen VM. 2003).

Kolesteroliin dagilim gdosterdigi hiicresel zarlar arasinda ER zari, hiicre ici
kolesterol metabolizmasmin diizenlenmesinde 6nemli rol oynar. Hiicrenin kolesterol
metabolizmasmin temel diizenleyici transkripsiyon faktorii olan SREBP ve kolesterol
sentezinin diizenleyici enzimi olan HMG-KoA rediiktaz, ER zar1 tizerinde bulunur. Her
iki proteinin de islevi, dolayli olarak ER zarindaki kolesterol orani tarafindan kontrol

edilir (Radhakrishnan A ve ark. 2008).

Transmembran bir protein olarak sentezlenen SREBP, ER zar1 lizerinde diger bir
transmembran protein olan SCAP ile etkilesim halinde bulunur. Bu iki proteinin
vezikiiler yolla ER’den ayrilmalari, ER zarindaki baska bir transmembran protein olan
Insig tarafindan engellenir. Insig-SCAP-SREBP etkilesiminin devamliligi ise ER
zarmin kolesterol oranina baghdir. ER zarindaki kolesterol, zardaki toplam lipidin %
5’inden fazla oldugu siirece Insig-SCAP-SREBP biitiinliigii korunur ve SREBP’nin
ER’den ayrilmasi Insig tarafindan engellenir. Kolesterol oran1 % 5’in altina diistiigiinde
ise Insig, SCAP ve SREBP’yi birakir. Serbest kalan SCAP-SREBP kompleksi,
vezikiiler yolla ER’den ayrilr ve Golgi aygitina tasmnir. SREBP’nin sitoplazmaya
uzanan amino ucundaki HLH (Helix-Loop-Helix) igeren bolgesi, Golgi aygitinda
proteolitik kesilme ile serbest kalir ve ¢ekirdege girerek hedef genlerin promotoruna
baglanir. SREBP’ nin, promotoruna baglanarak transkripsiyonunu baslattig1 iki dnemli
gen vardwr. Bunlardan LDLR geni, hiicre zarina yerleserek dis kaynakli kolesterol
almimini saglayan LDL reseptoriinii kodlar. HMGCR geni ise ER zarina yerleserek i¢
kaynakli kolesterol sentezini baslatan HMG-KoA rediiktaz (HMG-KoAR) enzimini
kodlar. LDLR ve HMG-KoAR’nin yol agtig1 kolesterol artisi, ER zarindaki kolesterol
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oraninin da yiikselmesine neden olur. Kolesterol oran1 % 5’in {izerine ¢iktiginda, Insig
tekrar SCAP-SREBP ile kompleks olusturarak SREBP’nin ER’den ayrilmasini,
dolayistyla HMGCR ve LDLR gen transkripsiyonunun siirekliligini onler. ER zarinda
orant Yyilikselen kolesterol, yalniz Insig-SCAP-SREBP etkilesimini degil, Insig-
HMGKo0AR etkilesimini de tetikler. HMGKoAR ile etkilesen Insig, enzimin
ubikuitinasyon yoluyla yikimima neden olur ve kolesterol sentezi durdurulur (Mesmin B

ve Maxfield FR 2009; Radhakrishnan A ve ark. 2008).

Hiicreye disaridan kolesterol saglamaya calisan LDLR, hiicre zarinda LDL
baglanmasi ile endositik yolla hiicre i¢ine alinir ve igerigindeki kolesteril ester lizozom
icinde hidroliz edilir. Lizozom i¢inde serbest kalan ve NPC2 proteini tarafindan tutulan
kolesterol, lizozom =zarinda bulunan transmembran protein NPCI1 araciligiyla
lizozomdan ¢ikarilir (Mesmin B ve Maxfield FR 2009; Goldstein JL ve Brown MS.
2009; Peake KB ve ark. 2010). Lizozomdan ¢ikarilan kolesteroliin plazma zar1 veya ER
zar1 gibi hiicresel zarlara serbest olarak m1 gectigi, yoksa fiziksel temas veya tasiyici bir
protein araciligiyla m1 gectigi ise tam olarak aciklanamamistir (Xu Z ve ark. 2008;

Peake KB ve ark. 2010 ) (Sekil 2-5).

Sitoplazma

Lizozom

Sekil 2-5: Dis kaynakli kolesteroliin lizozomdan ¢ikisi. Lizozomda LDL’den hidroliz yoluyla
serbest kalan kolesterol, NPC2 tarafindan tutulur (1) ve transmembran protein NPC1’e
aktarilir (2). NPC1 ise kolesterolii tam olarak bilinmeyen bir mekanizmayla (3)
lizozomdan ¢ikarir (Peake KB ve ark. 2010).
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2.2.2. Kolesterolii Hedef Alan ilaglar
Kandaki yiiksek LDL diizeyinin ateroskleroz gelisimi i¢in risk faktorii oldugu
uzun zamandir kabul edilmektedir. Bu nedenle, kandaki LDL diizeyini diisiirmeyi
amacglayan cesitli tedavi yOntemleri gelistirilmistir. Bu tedavilerin basinda, LDL
kolestoroliin kaynag1 olan karacigerdeki kolesteroliin sentezini baskilayan statin grubu

ilaclar gelmektedir.

2.2.2.1. Statinler

Statinler, baslangigta mantarlarin ikincil metaboliti olarak izole edilmis ve
tanimlanmiglardir (Endo A ve ark. 1992). Kolesterol diisiiriicii etkisi anlasilinca klinik
kullanim1 yaygimlasan statinlerin zamanla sentetik tiirleri de {iretilmeye baslanmistir.
Mantar kokenli statinler arasinda en 1iyi bilinenleri lovastatin, pravastatin ve
simvastatindir. Sentetik statinler arasinda ise fluvastatin, rosuvastatin, atorvastatin,

rosurvastatin ve pitavastatin bulunur (Endo A. ve ark.1992; Rutishauser J 2011).

Statin kullaniminin hiperkolesterolemi ve koroner kalp hastalig1 olan kisilerde
mortaliteyi anlamli derecede diisiirdiigiiniin gdsterilmesinin ardindan, LDL diizeyi
normal olan kisilerde de koroner kalp hastaliginin 6nlenmesinde statinlerin etkili oldugu

bildirilmistir (Sever PS ve ark. 2003; Downs JR ve ark. 1998.).

Koroner kalp hastaliklarinin tedavisi ve onlenmesindeki etkisi reddedilmeyen
statinlerin yan etkileri de bildirilmistir. Statin kullanan kisilerde % 7 oraninda ortaya
c¢ikan ve miyaljiden, miyopati ve rabdomiyolize kadar ilerleyebilen kas toksisitesi,
statinin en 1yi bilinen yan etkisidir (Joy TR ve ark. 2009; Oskarsson B 2011) Statine
bagl gelisen kas hasarinin altinda yatan bir ¢ok mekanizma One siiriilse de, statinlerin
karacigere alinmasmda rol oynayan SLCOIBI1 (solute carrier organic anion
transporter family, member 1BI) gibi proteinlerin genlerdeki dizi ¢esitliliklerinin
statine bagl kas hasar1 ile iliskili oldugu da gosterilmistir (Link E ve ark. 2008).
Kullanommin gerekliligi, kullanillanilabilecegi durumlarin belirlenmesi ve kullanim
dozu gibi bircok noktada tartisilmaya devam eden statinlerin, artik kisilestirilmis tip
esasi ile kullanimi tip ¢evrelerince degerlendirilmeye baslanmistir (Superko HR ve ark.

2012)

Statinlerin etki mekanizmalar1 ortak oldugu halde, aralarindaki yapisal farklilik
nedeniyle farmakokinetik Ozellikleri de farklilik gosterir (Neuvonen PJ, 2008).

Coziiniirliik 6zelliklerine gore hidrofilik ve lipofilik olarak da siniflandirilan statinlerin
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bu 6zellikleri, biyoyararlanimlarin1 ve doku dagilimlarin1 da etkiler. Hidrofilik statinler
biiyiik ol¢iide karaciger tarafindan alinirken, lipofilik statinler damar duvari tarafindan
kolaylikla emilebildigi i¢in karaciger dis1 dokular tarafindan tutulur (Germershausen

JI,1989) (Tablo 2-2).
Statinlerin etki mekanizmasi

Statinler, HMG-KoAR’nin aktif bolgesine baglanarak enzimi baskilar.
Kolesterol sentezi baskilanan hiicreler, kolesterol gereksinimlerini karsilamak i¢in LDL
reseptor miktarmni artirarak dis kaynakli kolesterol almimini hizlandrirlar. Bu da,
kandaki LDL diizeyinde azalmaya neden olur. Statinlerin ana kullanim amac1 olan LDL
disiirticii etkisi, kolesterol azalmasima bagli gelisen birgok ikincil sonucun da nedenidir

(Istvan ES ve Deisenhofer J. 2001; Zhou Q ve Liao JK 2009).
Statinlerin Cok Yonlii Etkisi

Statinlerin klinik kullanim amaci olan kan LDL diizeyini diisiirmek, statinlerin
anti-hiperkolesterolemik veya LDL disiirlicii etkisi olarak tanimlanir. Zamanla
kullanim1 yayginlastikca, statinlerin LDL diistiriicii etkisi disinda baska etkileri de
oldugu anlasilmistir. Kandaki LDL diizeyinde gozlenen diisiisten once ortaya ¢iktiklari
icin bu etkilerin LDL’den bagimsiz oldugu kabul edilmektedir (Liao JK ve ark 2005;
Palaniswamy C ve ark 2010).

Statinlerin ¢ok yonlii etkisi olarak tanimlanan bu etkilerin, hidrofilik statinlere
oranla lipofilik statinlerde daha belirgin olmasi, bu etkilerin karaciger aracilig: ile degil,
karaciger dis1 dokulardaki etkisinin sonucu oldugunu diisiindiirmiistiir (Corsini A ve ark

1999).

Statinlerin HMG-KoAR enzimini baskilamasi, hiicrede sadece kolesteroliin
degil, farnesil pirofosfat (FPP) ve geranilgeranil pirofosfat (GGPP) gibi, steroid yapili
olmayan izoprenoidlerin de azalmasmna neden olur. FPP ve GGPP, kiiciik GTPaz
proteinlerinin hiicresel zarlara baglanmasint saglayan izoprenilasyon isleminde
kullanilan baglayici lipid molekiilleridir. Rho, Ras, Rac ve Rab gibi prenilasyon ile
hiicresel zarlara baglanan kiiciik GTPazlar hiicre cogalmasi, hiicre iskeleti ve
hareketliligi, hiicre i¢i vezikiil tasinmasi ve sinyal iletimi gibi ¢ok ¢esitli islevlerde
gorev alirlar (Goldstein JL ve Brown MS. 1990; Van Aelst L ve ark 1997; Takai Y ve
ark 2001; Liao JK ve ark 2005; Palaniswamy C ve ark 2010) (Sekil 2-6).
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Sekil 2-6: Statinlerin ¢ok yonlii etkisinde, steroid yapili olmayan izoprenoidlerin rolii
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Farkli statinlerin hiicre diizeyindeki etkilerini anlamak i¢in yapilan in vivo ve in
vitro calismalar, statinlerin CD11b, MCP-1, iNOS, PAI-1, MMP-9 ve HMOXI gibi
genlerin anlatimimi diizenleyerek, sitokin salinimu, iltihabi yanitin baskilanmasi, monosit
gocii, endotel islevi ve trombus olusumu gibi siireclerde etkili oldugu gdosterilmistir
(Sekil 2-7) (Weber C ve ark 1997; Rosenson RS ve ark 1999; Romano M ve ark 2000;
Kleemann R ve ark 2004; Liao JK ve ark 2005; Neuvonen PJ ve ark 2008; Palaniswamy
C ve ark 2010; Rutishauser J 2011).
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2.2.2.2. Bifosfonatlar

Temel olarak, bir karbon atomu ile baglanmis iki fosfat grubundan (P-C-P)
olusan bifosfonatlar, 19. yiizyillda sentezlenmis ve uzun bir siire tekstil alaninda
kullanilmistir. Kemik erimesini engelleme 06zelligi anlasilinca tipta da kullanima
girmistir. Kemik erimesini, osteoklast hiicrelerini baskilayarak engelledigi gosterilen
bifosfonatlar, etki mekanizmalar1 birbirinden farkli, azot igeren ve igermeyen

bifosfonatlar olmak iizere iki gruba ayrilirlar; (Russell RG ve ark 1999; 2011).

Klodronat ve etidronat gibi azot icermeyen bifosfonatlar, yapisal benzerligi
nedeniyle inorganik fosfat (PPi) analogu (P-O-P) olarak davranir ve osteoklastlarda
ATP’nin (A-ppp) yapisina girerek etki gosterir. Yapisina bifosfonat giren ATP (A-
ppCp), hidroliz edilemediginden, birikerek osteoklast 6liimiine yol acar (Reszka AA ve
Rodan GA 2003; Russell RG ve ark 2007).

Neridronat gibi azot iceren bifosfonatlar (N-BP) ise mevalonat yolaginda yer
alan farnesil pirofosfat sentaz (FPPS) enzimini baskilayarak etkisini gosterir (van Beek
E ve ark 1999). Mevalonat yolagi tarafindan iiretilen farnesil FPP ve GGPP gibi
izoprenoid lipidler, Ras, Rab, Rho ve Rac gibi kii¢ilk GTPaz’larin posttranslasyonel
modifikasyonu (prenilasyon) i¢in gerekli oldugu i¢in, bu lipidlerin baskilanmasinda,
bircok hiicresel sinyal iletimi aksamakta, hiicre oOlimi ger¢eklesmektedir. Kemik
dokusuna olan ilgisi nedeniyle bifosfonatlarm hiicre 6ldiiriicii etkisi, kemik dokusundaki
fagositik aktiviteye sahip olan osteoklast hiicreleri lizerinde belirgin olarak ortaya ¢ikar
(Russell RG ve ark 1999; 2007; 2008; Reszka AA ve ark 2003). Bifosfonat aracili
osteoklast apoptozunun, konneksin 43 kanallarinin agilmas1 ve ERK (Hiicre disi ileti ile
diizenlenen kinaz, Extracellular signal-Regulated Kinase) sinyal yolunun
aktivasyonuyla gerceklestigi diisiiniilmektedir (Plotkin LI ve ark 2005). Bifosfonatlarin,
osteoklast Onciil hiicrelerin birleserek osteoklast olusturmalarint da engelledikleri

bildirilmistir (Boonekamp PM ve ark 1986; Lowik CW ve ark. 1988).
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Bifosfonatlarin Cok Yonlii Etkisi

Kemik dokusuna olan yiiksek ilgisine ragmen bifosfonatlarin kemik dokusu
disinda da bazi etkileri oldugu goriilmiistiir. Bu etkiler arasinda, aterosklerotik plaktaki
lipid birikiminin, fibroz olusumunun, makrofaj aktivasyonunun ve arterial
kalsifikasyonun baskilanmas1 yer alir (Ylitalo R 2000; Price PA ve ark. 2001;
Lomashvili KA ve ark. 2009; Corrado A ve ark. 2007). Statinler gibi bifosfonatlarin da
LDL diizeyini etkiledigi gosterilmistir (Adami S ve ark. 2000; Montagnani A ve ark.
2003)

Bifosfonatlarin ¢cok yonlii etkisi, statinlerde oldugu gibi mevalonat yolagin ara
bilesikleri olan izoprenoidler ile agiklanmaktadir. Statinlerin de kemik erimesini
engellemeleri (Staal A ve ark. 2003), bu iki ilag grubunun ¢ok yonlii etkilerinin ortak

mekanizma tlizerinden gercgeklestigini gdstermektedir.

2.3. HEDEF GENLER

2.3.1. SPPI (Osteopontin, OPN)

Salgisal fosfoprotein 1 (SPPI) ve erken T lenfosit aktivasyonu-1 (Eta-1) olarak
da bilinen osteopontin, ilk olarak transforme olmus hiicreler tarafindan salgilanan bir
fosfoprotein olarak tanimlanmis ve SPP/ olarak isimlendirilmis (Senger DR ve ark.
1979), daha sonra kemigin hiicre dis1 yatak (extracellular matrix, ECM) yapisinda
tanimlandig1 (Oldberg A ve ark. 1986) icin osteopontin olarak isimlendirilmistir. Baska
bir grup tarafindan da aktif T hiicrelerinde bulunmus ve Eta-1 (Early t-lymphocyte
activation-1) olarak isimlendirilmistir (Patarca R ve ark. 1989). Kemik dokusunun
temel bilesenlerinden oldugu kabul edilen SPP1’in, daha sonra farkli dokulardaki
hiicreler tarafindan da salgillanan ¢ok islevli bir fosfoprotein oldugu anlasilmistir
(O’Regan AW ve ark.1999; Chabas D ve ark. 2001; Wang KX ve Denhardt DT.2008;
Morimoto J ve ark. 2010).
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Ozellikle Thl hiicrelerinin rol oynadig: iltihabi hastaliklar basta gelmek iizere
bircok immiin hastalik ve kanser gelisiminde ve doku onarimi gibi fizyolojik siireclerde
gorev aldig1 bilinen SPP1’in islevi fosforilasyon gibi yollarla kontrol edilir. integrin
baglayict RGD bolgesi igeren SPP1 proteini (OPN), hiicre yiizeyindeki degisik
integrinlere baglanarak hiicre adezyonunda diizenleyici olarak gorev alir (Liaw L ve
ark.1994; Barry ST ve ark. 2000). SPP1’in bu 6zelligi, monosit ve makrofajlarin gocii,
sitokin salinimi ve fagositik aktivitelerinde de 6nemli rol oynar (Weber GF ve ark.

2002).

Statinlerin ¢ok yonlii etkisinde de SPPI’in rol oynayabilecegini gosteren

calismalar vardir (Zhang J ve ark. 2010).

2.3.2. IKBKA /IKKA/CHUK

Niikleer faktor-kappa B (NF-«xB), hiicrelerin viral veya bakteriyel uyaranlara,
iyonize edici radyasyona, sitokinlere ve serbest radikallere verdigi yanitin
diizenlenmesinde Kkilit rol oynayan ve immiin yanit, yangi, hiicre biiylimesi gibi
biyolojik stire¢lerde gorev alan bes transkripsiyon faktoriiniin olusturdugu bir ailedir.
Bu ailede yer alan p50, p52, p65 (RelA), c-Rel ve RelB transkripsiyon faktorleri, amino
(N-) uglarinda Rel homoloji bolgesi adi verilen DNA baglanma/dimerizasyon bdlgesine

sahiptirler (Hayden MS ve ark. 2008).

NF-«B transkripsiyon faktorlerinin aktivitesi, IKB (kappa B inhibitorii) ve IKK
(kappa B inhibitor kinazi) adli iki protein ailesi tarafindan kontrol edilir. Sekiz tiyeden
olusan IKB ailesi, herhangi bir uyar1 olmadigi normal kosullarda NF-xB’nin
sitoplazmadan c¢ekirdege gecisini engelleyerek NF-kB aktivitesini baski altinda tutar.
Biri diizenleyici isleve, ikisi kinaz aktivitesine sahip, li¢ liyeden olusan IKK kompleski
ise, belirli uyaranlar varhiginda IKB’lerin fosforilasyonunu tetikler. Fosforilasyonun
ardindan ubikuitinasyon 1ile proteolitik yikima ugrayan IKB, NF-xB’nin serbest
kalmasma ve cekirdege girerek DNA’daki kB yanit elementlerine homodimer veya
heterodimer olarak baglanmasina yol acar (Karin M ve ark. 2000; Hayden MS ve ark.
2008).
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Anlatimlar1 NF-xB tarafindan kontrol edilen genler arasinda /L-6, IL-8, IL-1
beta, TNF alfa, IFN gama, MCP-1,iNOS, COX-2, ICAM-1 ve VCAM-1 gibi hiicre gocii,
hiicre adezyonu, hiicre farklilagmasi ve hiicre ¢ogalmasi gibi siireclerde gorev alan

genler bulunur.

Kronik bir iltihabi yanit olarak gelisen aterosklerozda NF-kB sinyal yolaginin
onemi uzun zamandir bilinmektedir (Muroya T ve ark. 2003; Lu Y ve Wahl LM.. 2005;
Brasier AR ve ark. 2010). Aterosklerotik plaktaki endotel ve makrofajlarda artmis NF-
kB aktivasyonu, NF-kB sinyal yolaginin ateroskleroz gelisimini hizlandirdigmi
diistindiirmustiir. Okside LDL’nin de tetikledigi NF-«xB sinyal yolu, ateroskleroz
tedavisinde kullanilan statinlerin anti-aterojenik etkisi gibi bir c¢ok etkisinde rol
oynamaktadir (Muroya T ve ark. 2003; Lazzerini PE ve ark. 2007; Ahn KS ve ark.
2008; Mandosi E ve ark. 2010; Ghosh-Choudhury N ve ark. 2010; Liu ZQ ve ark.
2011).

NF-kB sinyal yanitinin kontrolinde sinyal iletimini saglayan [IKK
kompleksindeki ii¢ proteinden IKK alfa ve IKK beta serin/treonin kinaz aktivitesine
sahipken IKK gama (NEMO) diizenleyici isleve sahiptir (Scheidereit C 2006). Bu
komplekste yer alan IKK alfa (IKKA/IKBKA/CHUK), NF-kappaB’ye bagli gen
anlatiminin kontrolii i¢in gerekli bir alt birimdir (DiDonato JA ve ark.1997; Hu 'Y ve
ark. 1999; Senftleben UV 2001; Anest V ve ark. 2003). IKBKA, amino (N-) ucunda bir
kinaz bolgesi, IKK kinaz aktivitesini diizenleyen bir HLH (Helix-Loop-Helix) bolgesi,
ve dimerizasyondan sorumlu bir 16sin fermuar yapisina sahiptir. IKB’ye ankyrin tekrar
bolgeleriyle baglanan ve serin/treonin kinaz aktivitesiyle fosforile eden IKBKA,
makrofaj aktivasyonunun baskilanmasi ve MMP-9 (matriks metaloproteinaz 9)
iiretiminin diizenlenmesi ilizerinden ateroskleroz patogenezinde rol oynamaktadir (Lu Y

ve Wahl LM. 2005).



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullanilan Cihazlar
Real-Time PZR cihaz1 (LC480)

PZR cihazlar1

Yatay elektroforez aleti

Jel goriintiileme sistemi

Elektroforez gii¢ kaynagi

Mikrodalga firm

Hiicre saymm ve canlilik degerlendirme donanimi
Spektrofotometre

Mikrobiyolojik etiiv

CO;’li inkiibator

Calkalamali su banyosu

Laminar akish steril kabin

Ceker ocak

Hassas terazi

Mikropipetler

Vorteks

Is1blogu

Sogutmali santrifiij

Masa iistii mini santrifiij

Buzdolaplar1 ve dondurucular (+4 °C, -20 °C ve -80 °C)
Buz makinesi

S1vi azot tank1



Distile su cihazi
Otoklav
Hibridizasyon firini
pH metre
3.2. Kimyasallar
Agaroz
DEPC
Etilen diamin tetra asit (EDTA)
Etidium bromid
Etil alkol
Izopropanol
Formaldehit
Formamid
Hidrojen peroksit
Mineral yag
Sodyum hidroksit NaOH
Tris-base
Tris—HC1
RPMI
HEPES
D-glucose
L-glutamine
Sodium bikarbonat
Sodyum piruvat
Fetal bovine serum (FBS)

Ampisilin
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DMSO (Dimetil Stlfoksid)
PBS ¢ozeltisi

RNAzap

PMA

Simvastatin

Neridronat

Zaragozik Asid

HPBCD

SR1001

Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Cozeltiler
Kiiltiir Besi Yeri

RPMI kiiltir mediumu igerigi asagidaki formiile uygun olacak sekilde

hazirlandi:
4,5 g/L D-glucose
2mM L-glutamine
1,5 g/L Sodium bikarbonat
ImM sodium piruvat
10mM HEPES
%10 fetal bovine serum
1X penisilin (100 IU/ml) ve streptomisin (100 pl/ml)
PBS (Phosphate Buffered Saline) Cozeltisi:

+4 °C’de muhafaza edilen kullanima hazir steril, standart PBS ¢ozeltileri
kullanildi. Mg™ ve Ca™ iceren PBS solusyonu hiicre saymmi i¢in, Mg™ ve Ca™

icermeyen PBS solusyonu hiicre dizilerinin pasajlanmasi sirasinda kullanildi.
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Hiicre Dondurma Medyumu 1:
% 40 Fetal bovin serum

% 100 hacime antibiyotik ve serum icermeyen RPMI medyumu ile tamamland:.

Kullanim asamasina kadar +4 °C’de sakland1.
Hiicre Dondurma Medyumu 2:
% 40 Fetal bovin serum

% 20 DMSO

% 100 hacime antibiyotik ve serum icermeyen RPMI medyumu ile tamamland:.

Kullanim asamasina kadar +4 °C’de sakland:.
Antibiyotik Antimikotik (Penisilin/sitreptomisin) Soliisyonu (100X):

Kuru buz igerisinde donuk halde temin edilen solusyon ¢oziiliir ve 5 ml olacak

sekilde tiiplere ayrildi. Kullanim asamasina kadar -20 °C’de saklandi.

3.3. Kimyasallarin Hazirlanisi

PMA (Phorbol-12-myristate-13-acetate): 1 mg PMA (AppliChem, A0903,0005)
I ml etanolde ¢oziilerek 1,62 mM’lik ana stok hazirlandi. Ana stoktan 61,2 pl, 10 ml
distile suda seyreltilerek 10 pM’lik ara ¢ozelti elde edildi. Cozeltiler -20 °C’de saklandu.

Ara ¢ozelti, kullanim sirasinda 1:10 oraninda besi yeri ile sulandirilarak filtre edildi.

Simvastatin (Sim): 5 mg simvastatin (Sigma, S6196) 1194,5 ul DMSO ile
coziinerek 10 mM’lik ana stok hazirlandi. Ana stogun 1:10 oranda sulandirilmasi ile 1

mM calisma ¢6zeltisi hazirlandi. Ana stok ve ¢alisma ¢ozeltisi +4°C’de saklandi.

Neridronat (Ner): 10 mg neridronat (Sigma, N6037) 1200 ul su ile ¢oziilerek 30
mM ana stok elde edildi. Ana stoktan sulandirilarak 1 mM c¢alisma ¢ozeltisi elde edildi.

Her iki ¢ozelti de -20 °C’de saklandi.

Zaragozik Asid (ZA): 5 mg zaragozik asid (Sigma, Z2626) 1320 pl su ile
coziinerek 5 mM’lik ana stok hazirlandi. Ana stogun 1:10 oranda sulandirilmasi ile 1

mM calisma ¢6zeltisi hazirlandi. Ana stok ve ¢alisma ¢ozeltisi +4°C’de saklandi.
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Hidroksi propil beta siklodekstrin (HPBCD): 1 g HPBCD (AppliChem, A0367,
5 mg) 2 ml suda ¢oziilerek 500 mM ¢o6zelti hazirlandi. Cozelti +4 °C’de saklandi. Filtre
edilerek kullanild1.

SR1001: 5 mg SR1001 (Cayman, 10922), 1 ml DMSO ile ¢oziilerek 10 mM’lik
ana stok hazirlandi. Ana stoktan 1:10 oraninda sulandirilarak 1 mM’lik ¢calisma ¢ozeltisi

hazirlandi. Her iki ¢6zelti de -20 °C’de sakland:.

3.4. Hedef Gen Se¢imi
Bifosfonat ve statinlerin ¢ok yonlii etkileri arasinda yer alan anti-aterojenik ve
anti-enflamatuar etkide rol oynayabilecek olan genlerin promotor gibi diizenleyici
bolgeleri, ROR-alfa tanima dizilerinin varligi bakimindan incelendi. ROR-alfa hedef

geni olabilecek genlerden SPPI ve IKBKA genleri segildi.

SPPI geninin 5° komsulugundaki 6000 bazlik bolge i¢cinde, TFSEARCH
kullanilarak 4 adet RORE (ROR yanit elementi) bulundu. Bu yanit elementlerinden
birbirine yakin olan ilk ikisinin, TSS’den (Transkripsiyon baslangi¢ noktasindan) 710
baz Oncesinde (-710), iglinciisiiniin  TSS’nin 2510 baz oncesinde (-2510),
dordiinciisiiniin ise TSS’nin 4360 baz oncesinde (-4360) yer aldig1 goriildii. Bu RORE

dizilerinden TSS’ye en yakin olanini i¢ine alacak sekilde primer ¢ifti tasarlandi.

IKBKA geninin 5° komsulugundaki 6000 bazlik bolge icinde, TFSEARCH
kullanilarak 1 adet RORE dizisi bulundu. Genin transkripsiyon baslangi¢ noktasindan

1190 baz 6ncesinde (-1190) yer alan bu diziyi i¢ine alacak sekilde primerler tasarlandi.

Tablo 3-1: ChIP PZR’sinde kullamlan IKBKA ve SPP1 promotor primerleri

Uzunluk Beklenen Bant
Primer Dizi (baz) Boyu (bg)
IKBKA-prom-F | CTCCAAGTCCATGGAAACCATGCA 24 118
IKBKA-prom-R | TGCAACCAGAATGTTGAGCACTGC 25
SPP1-prom-F | TCGTGACTGCCTGCCCCTCTT 21 314
SPP1-prom-R | AAGCAGTTTCTGACTGAGAGCAGGA 25
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3.5. Biyoinformatik Analizler

Hedef genlerin ve promotorlarinin  dizi analizleri i¢in U¢ kaynaktaki
(http://genome.ucsc.edu/, http://www.ensembl.org/, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) referans
diziler kullanildi.  Referans dizide secilen bdlgelerdeki olast ROR yamit elementleri
TFSEARCH (http://www.cbrc.jp/research/db/TFSEARCH.html) iizerinden bulundu. Bulunan
dizilere uygun primerler NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-
blast/index.cgi?LINK LOC=BlastHome) lizerinden Primer3’de tasarlandi.
ChiIP-Tiling Array sonuglart NimbleGen’in SignalMap (http://www.nimblegen.com/products/
software/signalmap/index.html)  hizmeti  kullanilarak  incelendi. = Hedef  bdlgelerin
transkripsiyonel aktiviteleri ile ilgili kayitli veriler icin USCS (http://genome.ucsc.edu/)

hizmetinden yararlanildi.

3.6. Besi Yeri Hazirlama
Onceden 50 ml’lik falkon tiiplere ayrilarak dondurulan serumlardan 1 tiip eritildi. 500
ml RPMI-1640’dan bir miktar falkon tiipiine alindi ve 1250 mg D-glukoz ile 50 mg sodyum
piriivat eklendi. Coziindiikten sonra 45 pm ve 20 pm’lik filtrelerden gegirilerek RPMI igine geri
eklendi. Tyice karistirildiktan sonra RPMI i¢inden 55 ml temiz bir falkon tiipiine ayrildi. Erimis
olan 50 mI’lik serum 45 pm ve 20 pm’lik filtrelerden gecirilerek RPMI igine eklendi. Serum
eklenmesiyle hacmi 495 ml olan RPMI igine 5 ml penisilin/streptomisin eklenerek % 10 serum

iceren 500 ml’lik besi yeri elde edildi.

LDL’siz besi yeri hazirlama islemi, LDL’siz serum kullanimi diginda aymi sekilde

gergeklestirildi.

3.7. Hiicre Dizisi
Hiicre kiiltlirii ¢caligmalarimnda THP-1 (ATCC No: TIB-202) monosit hiicreleri ve bu

hiicre dizisinden farklilagma sonucu elde edilen makrofajlar kullanilmisgtir.

THP-1 hiicre dizisi, akut monositik 16semili 1 yasindaki Japon erkek hastadan 1987
yilinda elde edilerek hazirlanmis bir monositik 16semi hiicre dizisidir. Isik mikroskopisinde
biiyiik, yuvarlak, serbest hiicreler seklinde goriiniir. Hiicrelerin yaklasik iki katina ¢ikma zamani

26 saattir.

3.8. Hiicre Cozme
Sivi azot (-196 °C) i¢inde, vida kapakli tiiplerde saklanmilan THP-1hiicreleri, sivi azot
tankindan ¢ikarildiktan sonra 37 °C’deki su banyosuna alindi ve erimesi i¢in 3-4 dakika
bekletildi. Tam olarak eridikten sonra 15 ml’lik falkona aktarilan hiicrelerin {izerine kiiltiir besi

yerinden, 5 ml’ye tamamlanincaya kadar dikkatli bir sekilde eklendi. DMSO igeren dondurma
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besi yerinden kurtulmak i¢in, 1500 rpm’de 5 dakikalik santrifiij ile pelet seklinde ¢oktiiriilen
hiicreler, 2 ml RPMI-1640 kiiltiir besi yeri ile homojenize edildi. Hiicre i¢eren besi yerinden 200
ul alinarak 800 pl PBS iginde 1:5 oraninda sulandirildi ve hiicre sayimi ve sag kalim oraninin
Ol¢timii i¢in kullanildi (Vi-cell XR cell viabilty analyzer, Beckman coulter inc. Brea, CA, USA).
Canli hiicre sayisina gore, ml’de 3-5x10e5 hiicre olacak bigimde, 25 ml’lik flask i¢ine 5 ml besi

yeri ile ekildi. Flask, 37°C’de % 5 CO, igeren inkiibatore yerlestirildi.

3.9. Hiicre Kiiltiirii ve Pasajlama
Inkiibatérde ¢ogalmaya birakilan hiicrelerin, giinliik olarak mikroskobik kontrolii
yapildi. Yeterli sayiya ulastig1 diigiiniilen hiicreler, flasktan 15 ml’lik falkon tiiplerine alindi.
1500 rpm’de 5 dakikalik santrifiij sonucunda elde edilen pelet, 3 ml besi yeri ile homojenize
edildi. Hiicreli besi yerinden 200 ul alimarak 800 pl PBS i¢inde 1:5 oraninda sulandirilarak
hiicre sayimi ve sag kalim oram Slgiildii. Canli hiicre sayisina bagli olarak 25 veya 75 ml’lik

flasklara, ml’de 3-5x10e5 hiicre olacak bigimde ekim yapildi.

3.10. Makrofaj Farkhlasmasi
Flasklarda istenilen sayiya ulagan ve santrifiij ile ¢oktiiriillen monositler, yeni RPMI-
1640 besi yeri ile almarak 6 kuyulu petrilere, her bir kuyuya 1 ml besi yeri ve 1x10e6 hiicre
olacak bicimde dagitildi. Her bir kuyuya, 6nceden hazirlanan ve 400 nM PMA igeren besi
yerinden 1 ml eklenerek, finalde 200 nM PMA igeren, 2 ml’lik besi yeri ortami sagland.
Monositlerin bu besi yerinde makrofajlara farklilasmalar1 mikroskopik olarak takip edildi. 48

saatin sonunda farklilagsmalarini tamamlayan makrofajlar, ¢aligmanin devaminda kullanilmistir.

3.11. ila¢ Uygulamasi
Simvastatin ve neridronatin kolesterol/ROR-alfa ekseni iizerinden SPPI ve IKBKA gen
anlatimlarina etkisini test etmek i¢in, dogal ROR-alfa ligandi olan hiicre ici serbest kolesteroliin

olas1 kaynaklar1 farkli noktalardan kesilecek sekilde uygun kosullar belirlendi (Sekil 3-1).

Calisilacak kosul sayisina gore miktar:1 belirlenen ve falkon tiiplerine ayrilan RPMI-
1640 besi yeri igine, simvastatin ve neridronatin 1 mM’lik ¢alisma ¢o6zeltilerinden, petri
kuyusundaki final konsantrasyonlar1 10 uM olacak bigimde ekleme yapildi. 1 mM’lik zaragozik
asid ¢ozeltisinden ise, final konsantrasyonu 50 uM olacak bi¢cimde ekleme yapildi. Her biri iki
ayr1 falkon tiipiine esit oranda bdliinen ilag uygulanmis besi yerlerinden birine, final
konsantrasyonu 5 puM olacak bi¢imde SR1001, digerine ise kullanilan SR1001 hacmine esit
oranda DMSO eklendi.
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PMA uyanis1 ile farklilagmalarimi tamamlayan makrofajlarin  besi yerleri
uzaklastirilarak, her bir kuyuya 1 ml taze besi yeri eklendi. Kimyasallarin eklenerek hazirlandigi
ve igerikleri farkli besi yerlerinden, 6nceden belirlenen kuyulara birer ml eklenerek hacim 2

ml’ye tamamlandi.

Her bir kosulun ¢ift olarak hazirlandigi ¢aligmanmin tiim asamasi, kolesterol kaynagini
kontrol etmek i¢in, paralel olarak ii¢ ayr1 hiicre grubunda caligildi. Gruplardan ikisinde LDL
iceren standart serum ile hazirlanmis, birinde ise LDL i¢germeyen serum ile hazirlanmis besi yeri
kullamldi. LDL igeren iki besi yerinde ¢aligilan iki gruptan birinin igerisine, uygulamanmn 20.
saatinde, final konsantrasyonu 1 mM olacak sekilde HPBCD eklendi. Ug¢ grubun besi yeri de,
24. saatte uzaklastirildi ve makrofajlar kazinarak toplandi. Soguk PBS ile yikandiktan sonra,
buz istiinde RLT tamponu eklenerek pipetle homojenize edildi. Hiicre homojenatlart RNA

izolasyonuna kadar -80 °C’de saklandi.
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Sekil 3-1: Calismanin genel dizayni ve dogal ROR-alfa ligand1 olan serbest kolesterolii farkl

noktalardan kontrol etmek i¢in eklenen maddeler.
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3.12. RNA izolasyonu

RLT ¢ozeltisi iginde -80°C’de saklanan hiicreler, 400 pl parcalayici ¢ozelti (Lysis
Binding Buffer) eklenerek ve 15 s vorteklenerek pargalandilar. Spin kolona aktarilan érnek 8000
g devirde 15 s santrifiij edildi. Olas1 bir genomik DNA bulasmasini1 6nlemek igin, spin kolon
tizerine % 10’luk DNazl ¢ozeltisinden 100 pl eklendi ve 15 dakika 15-25 °C’de bekletildi. Spin
kolon iizerine 500 pl yikama ¢ozeltisi (Wash Buffer I) eklendi ve 8000 g devirde 15 s santrifiij
ile spin kolon yikandi. Ikinci yikama ¢ozeltisinden (Wash Buffer II) 500 ul eklenerek, 8000 g
devirde 15 s santrifiij ikinci yikama islemi yapildi. Ikinci yikama ¢dzeltisinden (Wash Buffer II)
200 pl eklenerek, 13000 g devirde 2 d santrifiij ile yapilan son yikamanin ardindan spin
kolonun, alkol kalmtisindan kurtulmasi igin, bos olarak 13000 g devirde 1 d santrifiij edildi.
Yeni ve temiz bir tiipe aktarilan spin kolona 50 ul ayristirict ¢ozelti (Elution Buffer) ekledi ve
8000 g devirde 1 dakikalik santrifiijiin ardindan RNA izole edilmis oldu. RNA &rnekleri, cDNA

sentezleme islemine kadar -80 °C’de saklandi.

3.13. cDNA Sentezi
9,5 ul RNA ayrilan eppendorf tiiplere 2 ul Random Hexamer eklendi. 65 °C’de 10

dakika bekletildikten sonra buz listiine alindi.

Her ornek i¢in asagidaki karisim hazirlandi:

Ters transkriptaz reaksiyon tamponu 4 ul
Koruyucu RNaz inhibitdrii 0,5 pl
Deoksintikleotid karigimi 2 ul
DTT 1l
Ters transkriptaz 1,1l
Toplam 8,6 ul

Her 6rnege bu karisimdan 8,6 pl eklenerek 50 °C’de 30 dakika ve ardindan 85 °C’de 5
dakika bekletilerek buz lizerine alindi. cDNA &rnekleri -20 °C’de saklandi.

3.14. Nicel PZR
Nical PZR, insan beta aktin geni (4CTB), osteopontin geni (SPPI) ve IKBKA geni (CHUK)
transkriptleri i¢in hazirlanmis UPL (Universal Probe Library) problari ve primerleri

kullanilarak gerceklestirilmistir.
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Orneklerle birlikte, 1:1, 1:10, 1:100 ve 1:1000 oraninda sulandirilmis bir cDNA da standart
olarak ¢aliildi.

H,O Sul

Ana Probe Karigimi 2 pl
Prob 0,5 ul
Toplam 7,5 pl

Ornek sayisina gére hazirlanan primer-UPL prob iceren karigim 96’lik beyaz plate
icindeki kuyulara 7,5 pl olacak sekilde dagitildi. Her kuyuya 2,5ul cDNA eklenerek Roche
LC480 cihazinda asagidaki program iizerinden PZR islemi gergeklestirildi.

1 déngi 95°C  10d
45 dongii 95°C  10s
60°C 30s
72 °C Is

1 dongii 40°C  30s

Sonuglar, standart drneklerden yararlamlarak gizilen standart egri iizerinden hesaplanan goreceli

nicel degerler lizerinden yorumland.
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4. BULGULAR

4.1. SPPI ve IKBKA Promotorlarinda ROR Yanit Elementleri
Secilen hedef genlerin transkripsiyon baslani¢ noktalarindan (TSS) 5000 baz
oncesi ve 2000 baz sonrasmi kapsayan bolgelerin, esik skor 85.0 olacak sekilde
TFSEARCH veri tabaninda yapilan analiz sonucunda, SPPI promotorunda 4, /KBKA
promotorunda 1 olas1t ROR yanit elementi (RORE) bulundu.

4.2. Monositte ROR-Alfa’nin SPP1 ve IKBKA Promotorlarina Baglanmasi
SPPI ve IKBKA gen promotorlarinda, TFSEARCH kullanilarak bulunan ROR
yanit elementlerini kapsayacak sekilde tasarlanan primerler ve anti-ROR-alfa antikoru
ile elde edilen kromatin immiinopresipitasyon (ChIP) DNA’s1 kullanilarak yapilan
PZR’ler sonucunda, ROR-alfa transkripsiyon faktoriinin SPPI ve [KBKA
promotorlarina baglandig: gosterildi (Sekil 4-1).

= jnpit ChIP DNA mf
e o o Negatifi
¢ P ChIP DNA dlgek DNA DNA

dlgek DNA DNA =
[ Anti-RORa Anti-lgG

Anti-RORa  Anti-IgG antikoru antikoru

antikoru antikoru

Sekil 4-1: SPPlve IKBKA promotorlarina 6zgii primerlerle yapilan Ch/P-PZR sonucu. Anti-
RORa antikoru kullanilarak elde edilen ChIP DNA’sindaki 118 ve 314 bg’lik bantlar,

ROR-alfa’nin SPPIve IKBKA promotorlarma baglandigini gdsteriyor.
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4.3. ChIP PZR Sonuclarinin ChIP-Array Sonuglar ile Dogrulanmasi
Anti-RORalfa antikoru ile elde edilen ChIP DNA’s1 ve immiinopresipitasyon (/P)
oncesi girdi DNA’sinmn (Input DNA), 1.U. 3680 nolu BAP projesi kapsammda Roche
NimbleGen’de tiim genom array (NimbleGen, Human ChlP-chip 2.1M Whole-Genome
Tiling - 10 Array Set) yontemi ile incelenmesi ile elde edilen sonuglar, /KBKA ve
SPPI’in ROR-alfa hedef geni oldugunu desteklemistir (Sekil 4-2). Ancak, IKBKA
geninin TSS noktasina en yaikn olan ve PZR ile incelenen RORE bdlgesine zayif olarak
baglandigi, TSS’den yaklasik 10 kb sonrasinda ve 8 000 baz 6ncesinde (CWFI19L1 geni
icinde) yer alan iki bdlgeye daha yiiksek skorla baglandig1 gorilmiistiir.

SPPI gen promotorunda yer alan tic RORE dizisinden, -4000 baz konumunda yer alan
diziye ROR-alfa’nin baglandigi gorilmiistiir. CA/P DNA’s1, biiylik kismi1 sonikasyon ile
100-2000 baz araligmma giren parcalara ayrildigi i¢in, SPP/ promotor primerleri ile
yapilan PZR’de de bu baglanma goriilebilmistir.
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Sekil 4-2: ChlP-array sonuglarina gore IKBKA ve SPPI genlerinin yakinlarinda ROR-alfa’nin
baglandig1 noktalar.
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4.4. SPPI ve IKBKA Nicel PZR Sonuclan

4.4.1. Monositte SPP1 ve IKBKA Gen Anlatimlarinin ROR-Alfa Aktivitesine Bagh
Degisimi

Farkli konsantrasyonlarda (10e-10 M, 10e-7 M ve 10e-5 M)yapay ROR-alfa
ligandi, SR1001 uygulanan monositlerde SPP1 ve IKBKA gen anlatimlarinin azaldigi
gortildii. SPP1, yiiksek SR1001 konsantrasyonda baskilanirken IKBKA ’nin diisiik SR

1001 konsantrasyonunda daha ¢ok baskilandig1 gézlendi (Sekil 4-3).

12 12

06 - 06 |
04 04 :

FKontrol 10e-10M 10e-TM 10e-5M Kontrol 10e-10M 10e-TM 10e-5M

Sekil 4-3: SPPI (solda) ve IKBKA (sagda) gen anlatimlarimn, farkli SR1001
konsantrasyonlarinda gosterdigi degisim.

4.5. Makrofaj Farkhlasmasi
Farkli konsantrasyonda (10 nM, 50 nM, 100 nM, 200 nM ve 500 nM) PMA
iceren 2 ml RPMI-1640 besi yerlerinde bekletilen monosit hiicreleri 24, 48 ve 72.
saatlerde gozlemlenerek makrofaj farklilagsma siiregleri takip edildi. Morfolojik
degerlendirme sonucunda, THP-1 monositlerinin makrofajlara farklilagmasi ig¢in en
uygun kosulun 200 nM PMA ile 48 saatlik uygulama oldugu sonucuna varildi (Sekil 4-
4).
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200 nM PMA
48 saat

TrP-1 THP-1
Monositler Makrofajlar

Sekil 4-4: Monositlerin PMA uygulamasi ile makrofajlara farklilagmalari

4.6. Nicel PZR Sonuclan

Referans gen olarak beta aktinin (ACTB) kullanildig1 ve hedef gen mRNA
diizeyinin standart egri iizerinden goreceli olarak hesaplandigi nicel PZR sonuglari,

genel olarak makrofajda SPP/ gen anlatiminin /KBKA’ya gore daha yiiksek oldugunu
gostermektedir (Sekil 4-5 ve Sekil 4-6).
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Sekil 4-5: Makrofajda SPP/ mRNA diizeyinin nicel-PZR analizi
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PZR analizi

Sekil 4-6: Makrofajda IKBKA mRNA diizeyinin nicel
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4.6.1. Makrofajda SR1001’in Hedef Gen Anlatimina Etkisi

Normal besi yeri ortaminda yapay ROR-alfa ligand1 SR1001’in, monositlerde
oldugu gibi makrofajlarda da SPPI ve IKBKA gen anlatimlarini baskiladigi goriildii. D1
kaynakli (LDL) kolesteroliin yoklugunda her iki genin de anlatimi1 6nemli 6lgiide
diiserken, SR1001’in eklenmesi ile gen anlatimlarmnin yiikseldigi ve normal diizeyine
ulastiklar1 dikkat ¢ekti. Plazma zara bagli kolesteroliin HPBCD ile uzaklastirilmast
LDL yoklugu kadar olmasa da SPPI gen anlatimimni baskiladigi goriildii. /KBKA ise
HPBCD’li ortamda SR1001°den etkilenmedi (Sekil 4-7).

0.8
0,7
0.6
05 ¢
04
03 |
02
01
o : -
0,035
0,03 -
0,025 -
0,02 -
0,015 -
0,01 -
0,005 -
- +
Normal LDUsiz HPBCD'li
besiyeri besiyeri besi yeri

Sekil 4-7: Farkli kiiltiir kosullarinda, SR1001’in SPP1 ve IKBKA iizerine etkisi
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4.6.2. Simvastatinin Etkisi
Simvastatinin (Sim) SPPI ve IKBKA gen anlatimlarini baskiladig1 ve bu
baskilamanin yapay ROR-alfa ligandi olan SR1001’in (SR) baskilamasindan daha fazla
oldugu goriildii. Simvastatinin SPP/ {izerindeki baskilama etkisi SR1001 varliginda
daha da artis gosterirken, /[KBKA iizerindeki baskilama etkisinin ortadan kalktig1 ve
IKBKA gen anlatiminin normal diizeye ¢iktigi goriildii (Sekil 4-8).

0.6
SPP1
05 -
04 -
03 -

0.2 -
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1

0,035 -
IKBKA
0,03 -
0,025 -
0,02 -
0,015

0,01 -

0,005 + ;

Kontrol SR Sim Sim+SR

(=]

Sekil 4-8: Normal kiiltiir kosullarinda, simvastatin ve SR1001°in hedef genlere etkisi



Di1s kaynakli kolesterol (LDL) yoklugunun tek basina SPPI ve IKBKA gen
anlatimlarimi baskilamak i¢in yeterli oldugu, ancak bu baskilanmanin, SR1001 ve
simvastatin varliginda azaldigi goriildii. SR1001, hem SPPI hem de IKBKA’nin
diizeyini normale ¢ikarirken, simastatin ile birlikte uygulandiginda her iki gen
anlatimlarmin baskilanmaya bagladigi, fakat bu baskilanmanin LDL yoklugundaki

kadar olmadig1 dikkat c¢ekti (Sekil 4-9).

038
o SPP1
0,6
0,5 T
I |
IKBKA
T8 -
' =
Kontrol Kontrol SR Sim Sim+SR
ﬁ —
Normal LDL'siz
besiyeri besiyeri

Sekil 4-9: LDL’siz kosulda, simvastatin ve SR1001’in hedef genlere etkisi
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Membran kolesteroliiniin HPBCD araciligiyla uzaklastirilmasi, SPP/ ve IKBKA
gen anlatimlarinda hafif bir azalmaya yol agarken, simvastatin ve SR 1001’in SPP1
tizerindeki baskilama etkilerinin bu kosulda da devam ettigi goriildii. /IKBKA gen
anlatimi ise simvastatin varliginda artig gosterirken, simvastatin ve SR1001’in

varliginda anlamli derecede baskilanmistir (Sekil 4-10).
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Sekil 4-10: HPBCD’li kosulda, simvastatin ve SR1001’in hedef genlere etkisi



4.6.3. Neridronatin Etkisi

Neridronatin SPP1 ve IKBKA gen anlatimlari tizerinde baskilayici bir etkisi
oldugu goriildii. Neridronatin bu baskilama etkisinin, /KBKA’da daha belirgin olmak
tizere SR 1001 tarafindan kismen engellendigi goriilmiistiir (Sekil 4-11).
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Sekil 4-11: Normal kosullarda, neridronatin ve SR1001’in hedef genlere etkisi
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Di1s kaynakli kolesterol yoklugunun tek basina SPPI ve IKBKA gen
anlatimlarinda azalmaya yol agtig1 ve neridronat varliginda da bu durumun devam ettigi
goriildii. LDL yoklugunun yol agtig1 baskilamanin, SR1001 tarafinda ortadan
kaldirildig: dikkat ¢ekti. SR1001’in LDL yoklugunda gosterdigi aktivator etki,

neridronat tarafinda kismen azalmistir (Sekil 4-12).
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Sekil 4-12: LDL’siz kosulda, neridronatin ve SR1001’in hedef genlere etkisi
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Membran kolesteroliiniin uzaklastirildigi durumda neridronatin SPPI ve IKBKA

gen anlatimlarini baskilamaya devam ettigi goriildii. SR1001’in ise iki gen lizerinde de

farkl etkisi oldugu gézlendi. SR1001, neridronatin SPPI {izerindeki baskilama etkisini

arttirirken, /KBKA tlizerindeki baskilama etkisini engellemistir (Sekil 4-13).

0.4

0,035

0’6 1

05

0.3 +
0,2 -

01 +

0,03
0,025 -
0,02 -
0,015 —
0,01 —

0,005 -

07

SPP1

IKBKA

Kontrol

Normal
besiyeri

Ner Ner+SR

HPBCD’li
besiyeri

Sekil 4-13: HPBCD’li kosulda, neridronatin ve SR1001’in hedef genlere etkisi
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4.6.4. Zaragozik Asidin Etkisi

I¢ kaynakl1 kolesterol sentezini baskilayan zaragozik asidin, SPPI gen
anlatiminda 6nemli derecede baskilanmaya yol actig1, /IKBKA’da ise bu baskilanmanin
daha zayif oldugu goriildii. Zaragozik asidin SPP/ {lizerindeki baskilama etkisi SR1001
varliginda kaybolurken, /KBKA iizerindeki baskilama etkisinin SR1001’den
etkilenmedigi dikkat ¢ekti (Sekil 4-14).
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Sekil 4-14: Normal kosullarda, zaragozik asid ve SR1001’in hedef genlere etkisi
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Di1s kaynakli kolesterol yoklugunun tek basina SPPI ve IKBKA gen
anlatimlarimi baskiladig1 goriildii. LDL’siz besi yerinde zaragozik asidin baskilama
ozelligi SPP1 igin devam ederken /KBKA’da ortadan kaltig1 gozlemlendi. SR1001
varlig1 ise, zaragozik asidin SPP/ iizerinde ki baskilama 6zelliginin kayboldugu,
SR1001’in gen anlatimini yiikselttigi dikkat ¢ekti. /KBKA’da ise SR1001, zaragozik
asidin neden oldugu artis1 engelledi (Sekil 4-15).
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Sekil 4-15: LDL’siz kosulda, zaragozik asid ve SR1001’in hedef genlere etkisi
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HPBCD’li ortamda, zaragozik asidin SPP/ iizerindeki baskilama 6zelliginin
kalkt1g1, IKBKA’da ise zayiflayarak da olsa devam ettigi goriildii. SR1001eklenmesi ise
zaragozik asidin etkisini ters yonde etkilemistir (Sekil 4-16).
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Sekil 4-16: HPBCD’li kosulda, zaragozik asid ve SR1001’in hedef genlere etkisi
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Tiim sonuglar karsilastirildiginda, normal kiiltiir kosulunda neridronatin SPP/
tizerindeki etkisinin zaragozik asidin etkisi ile, IKBKA tizerindeki etkisinin ise
simvastatinin etkisi ile benzer oldugu dikkati gekmektedir (Sekil 4-17). Neridronatin
SPP] tizerindeki etkisi ile zaragozik asidin etkisi arasindaki benzerlik LDL’siz kosulda
da devam ederken, HPBCD’li kosulda simvastatinin etkisine benzer bir etki gosterdigi
dikkati ¢ekti. LDL’siz kosulda simvastatinin /[KBKA ve SPP1 iizerindeki etkileri
benzerken, neridronatin da ayn1 kosulda iki gen tizerindeki etkileri benzer

gortinmektedir (Sekil 4-17).
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Sekil 4-17: Farkli kosullarda hedef gen anlatimlarindaki degisimlerin karsilastirilmasi [1:
Kontrol, 2: SR1001, 3: (Sim/Ner/ZA), 4: SR1001+(Sim/Ner/ZA)]
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Simvastatin, neridronat ve zaragozik asidin SPPI ve IKBKA gen anlatimlar1
iistiindeki etkilerinde, SR1001 varligina bagli degisimler incelendiginde, neridronat’m
SPP] iizerinde, zaragozik asid ile benzer bir etkisi oldugu dikkat cekmektedir. Bu

benzerlik normal, LDL’siz ve HPBCD’li besi yeri ortaminda da goériilmiistiir.

IKBKA ise, zaragozik asid varliginda SR1001°den yalniz HPBCD’1i kosulda
etkilenirken, normal kiiltiir kosulunda simvastatin ve neridronat varliginda SR1001°den

etkilenmektedir.

Tablo 4-1: Farkli (Normal, LDL’siz ve HPBCD’li) kiiltiir kosullarinda simvastatin, neridronat
ve zaragozik asid varliginda hedef gen mRNA diizeylerinin SR1001°den etkilenme
yonleri

SPP1
SR1001 (-) SR1001 (+)
Normal Normal LDL (-) HPBCD (4)

sm ¥ | ¥ [ ¥ | ¥
o | 4 N

A | ¥

IKBKA
SR1001 (-) SR1001 (4]
Normal Normal LDL (-) HPBCD (+)

sim | v | ¥
- | ¥

s ¥ ¥ Y
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5. TARTISMA

Koroner kalp hastaliklar1 icin en ¢ok kabul edilen risk etmenlerinin basinda
yiiksek kan kolesterol diizeyi gelir. LDL kolesterol diizeyindeki her mmol/L’lik
diisiisiin, koroner mortaliteyi % 20, genel olarak mortaliteyi % 12 oraninda diistirdiigii
gosterilmistir (Baigent C ve ark 2005). Bu nedenle, koroner kalp hastaliklarmi 6nlemek
veya tedavi etmek i¢in, LDL diizeyini kontrol altma almaya yonelik diyet
onerilerinden, ila¢ kullanimina, LDL aferezinden ileal baypasa kadar uzanan farkl tibbi
uygulamalar gelistirilmistir. Bu uygulamalar i¢inde en yaygin olarak kullanilanlardan

biri de statin tedavisidir.

Kolesterol biyosentezini, ilk basamagindaki HMG-KoA rediiktaz enzimini
baskilayarak engelleyen statinler, hiicre i¢i kolesterol diizeyinin diismesine ve
hiicrelerin kolesterol gereksinimlerinin artmasma neden olur. Hiicrelerin, kolesterol
gereksinimlerini karsilamak i¢in dolasimdan daha fazla LDL almalari, kan LDL
diizeyinin diismesi ile sonug¢lanir (Istvan ES ve Deisenhofer J. 2001). Statinlerin
kullanim amac1 olan ve LDL diisiiriicti etki ad1 verilen bu etki, ilag kullanimindan 24
saat sonra Olciilebilir diizeye ¢ikar ve 6-7 giin sonra belirgin hale gelir. Kandaki LDL
diisiisiine baglh olarak da ateroskleroz gelisimi yavaslamaya baslar. Ancak, statinlerin
ateroskleroz gelisimini, 24 saat i¢inde de yavaglatmaya basladig1r dikkati ¢ekmistir.
Ateroskleroz gelisimini yavaslatmak disinda statinlerin, var olan aterosklerotik plagin
kararliligmi artirma, tombosit kiimelenmesini ve trombus gelisimini engelleme, anti-
oksidan etki gibi diger baska etkileri de saatler icinde gosterdigi anlasilmistir. Statin
kullannminin erken asamasinda, LDL disiistinden giinler 6nce ortaya ¢ikan ve bu
nedenle LDL azalmasindan bagimsiz gelistigi kabul edilen tiim bu etkiler, statinlerin
cok yonlii etkisi olarak tanimlanmaktadir (Palaniswamy C ve ark 2010, Zhou Q ve Liao

JK 2010).

Statinlerin ¢ok yonlii etkisi, mevalonat yolagindaki ara bilesiklerin islevleri ile
aciklanmaktadir. Statinlerin hedef aldigi HMG-KoA rediiktaz enzimi, yalniz
kolesteroliin degil, steroid yapida olmayan izoprenoid bilesiklerinin de dnciil maddesi

olan mevalonatin sentezini katalizler.

Mevalonat yolagi ara bilesiklerinden olan izoprenoidler, kovalent olarak

baglandiklart Rho, Ras, Rab ve Rac gibi kiicik GTPaz’larin hiicresel zarlara
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baglanmalarin1 saglayarak, reseptor aracili sinyal iletiminde kilit rol oynarlar. Kiigiik
GTPaz’larin rol aldig1 sinyal ileti aglarinin son derece genis bir etki alanma sahip
olmasi, statinlerin ¢ok yonlii etkilerini agiklamak i¢in yeterli olasilik saglamistir (Van
Aelst L 1997; Takai Y,2001). Bu nedenle, statinlerin ¢cok yonlii etkisinde alternatif
mekanizmalarin arastirilmasma gereksinim duyulmamistir. Benzer sekilde, mevalonat
yolagmi baskilayan ve kemik dokusuna olan yiiksek ilgisi nedeniyle kemik
hastaliklarinin tedavisinde kullanilan azot icerikli bifosfonatlarin da statinler gibi ¢ok
yonlii etkisi gozlenmistir (Ylitalo R. 2000). Statinler kadar arastirilmamis olsa da
bifosfonatlarin ¢ok yonlii etkilerinin de kemik dokusu disindaki hiicrelerde steroid

yapida olmayan izoprenoidler ile agiklanmaktadir (Corrado A. 2007).

Statin ve bifosfonatlarin ¢cok yonlii etkisinde izoprenoidlerin rolii artik kabul
edilmis olsa da, statin/bifosfonat kullanimindan etkilenebilen hiicre i¢i kolesterol
diizeyinin olas1 etkisi de heniiz dislanamamistir. Tez ¢calismasinda, aktivitesi hiicre i¢i
kolesterol diizeyine bagl bir transkripsiyon faktorii olan ROR-alfa’nin, bifosfonat ve

statinlerin ¢ok yonlii etkisindeki olas1 roliinii incelenmeye caligilmistir.

Kolesteroliin ROR-alfa ligandi oldugunun anlasilmasiyla, statin veya
bifosfonatlarin hiicre i¢i kolesterol diizeyini diisiirmesine bagli olarak, ROR-alfa
aktivitesinin de diisecegi diisiiniilmiistiir. Fakat, azalan hiicre i¢i kolesterol diizeyi
LDLR iretiminin hizlanmasma ve disaridan daha fazla kolesterol alinimma yol actig1
icin, hiicre i¢i kolesterol diizeyinin tekrar normal diizeye ¢ikacagi, bu nedenle de ROR-
alfa aktivitesinde azalma olmayacag1 6ne siiriilmiistiir. Ancak, i¢ kaynakli kolesteroliin
hiicre icinde izledigi yol ile, hiicreye LDLR aracilifiyla disaridan alinan kolesteroliin
izledigi yollar karsilastirildiginda, hiicre i¢i serbest kolesterole katkilarmin esit
olmayabilecegi de oOne siiriilebilir. Rhesus maymunlarinda, statinlerin TLR yanit1
iizerindeki etkisinin izoprenoidlerden ayri olarak kolesterole bagli gergeklestiginin
gosterilmesi (Van Der Putten C ve ark. 2011), statin ve bifosfonatlarin ¢ok yonlii

etkisinde hiicre i¢i kolesteroliin de rolii olabilecegini desteklemektedir.

Tez calismasinda, statinlerin ¢ok yonlii etkilerinden en 6nemlileri olan anti-
aterojenik ve anti-enflamatuar etkileri tizerinde odaklanilmis ve bu amagla, ateroskleroz
gelisiminde Onemli rol oynayan makrofaj hiicreleri ve bu hiicrelerin aterojenik
islevlerinde gorev aldigi bilinen iki gen sec¢ilmistir. Bu genlerden biri, makrofajlarin

g0, fagositik aktivitesi ve sitokin salmimini etkiledigi bilinen ve aterosklerotik plakta
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yiiksek diizeyde anlatimi olan SPP/ geni (Liaw L ve ark 1994; Weber GF,2002), digeri
de iltihabi yanitin diizenlenmesinde gorev alan ve aterosklerotik plakta aktivitesi arttigi
bilinen NF-kB’nin kinaz diizenleyicisi olan IKBKA (CHUK) genidir (Senftleben U ve
ark 2001; Anest V ve ark 2003; Li T ve ark 2010).

SPPI geninin osteoblastlarda ROR-alfa hedef geni oldugu ve ROR-alfa’nin
kemik gelisimindeki roliinden sorumlu oldugu biliniyor olmasima ragmen (Meyer T ve
ark  2000), monosit/makrofaj hiicrelerinde SPPI’in ROR-alfa ile iliskisi
bilinmemekteydi. ChlP-array sonuglari, biyoinformatik analizlerle SPP/ promotorunda
bulunan 4 farkli RORE dizisinden TSS noktasina en uzakta olan RORE’nin ROR-
alfa’y1 bagladigin1 géstermistir. Yapay ROR-alfa ligandi kullanilarak yapilan nicel PZR
analizleri de bu baglanmanin islevsel oldugunu géstermektedir. Normal damara oranla
173 kathk artis (Levula M ve ark 2012) ile aterosklerotik plakta anlatimi en fazla artan
genlerden olan SPPI’in monositlerde ROR-alfa’nin dogrudan hedef geni olmasi, ROR-

alfa’nin koroner kalp hastaliklar1 agisindan 6nemini desteklemektedir.

Ozellikle kanser ve iltihabi hastaliklardaki rolii nedeniyle ilgi ¢eken NF-kB
sinyal yolagi, aterosklerozdaki rolii nedeniyle kalp-damar hastaliklar1 yoniinden de ilgi
cekmeye baslamistir (Dabek J ve ark 2010). Bu yolagin temel bilesenleri olan NF-xB
transkripsiyon faktorlerinin yaninda, bu yolagi negatif ve pozitif yonde kontrol altinda
tutan IKB ve IKK proteinleri de ilgi ¢ekmektedir. Diger bir¢ok transkripsiyon
faktorlerinden farkli olarak NF-«xB’ler hiicrede siirekli iiretim halindedir ve IKB
aracilifiyla inaktif olarak tutulurlar. IKK kompleksi tarafindan IKB’nin
uzaklastirilmasi, NF-xB sinyal yolaginin uyaranlara hizli yanit vermesini saglayan en
onemli etkendir. IKB ailesinin bir iiyesi olan IKBA, damar diiz kas hiicrelerinde ROR-
alfa hedef geni oldugu gosterilen ve staggerer (Ror‘/ ) mutant farelerdeki uzamis
hiimoral yanittan sorumlu olan gendir (Delerive P ve ark 2001). Tiazolidindion tiirevi
yapay bir ROR-alfa ligand1 olan CGP52608 uyarisi ile /kba anlatiminda artis oldugu ve
bu artisin farelerde anti-artrit etki gosterecek kadar anlamli oldugu da bildirilmistir
(Wiesenberg I ve ark 1995; Missbach M ve ark 1996). 1.U. 3680 nolu BAP projesi
kapsaminda yapilan ChlP-array sonuglari, IKBA geninin endotel hiicrelerinde
(HUVEC) de ROR-alfa hedef geni oldugunu, ancak monositlerde (THP-1) hedef gen
olmadigmi gostermistir. NF-kB sinyal yolunu negatif yonde etkileyen /KBA yerine
pozitif yonde etkileyen /KBKA’nin monositlerde ROR-alfa hedef geni olarak
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bulunmasi, ROR-alfa’nin 6nceden gosterilen anti-enflamatuar rolii ile ¢eliskili
gortinmektedir (Sekil 5-1). IKK kompleksi, ancak belirli uyaranlar varliginda NF-kappa
B sinyal yolagini aktive ettigi i¢in, /JKBKA gen anlatimmin ROR-alfa’ya bagl olasi
artis1 dogrudan iltihabi yanita neden olmaktan ¢ok uyaran varliinda verilen yanitin
hizin1 veya derecesini etkileyecektir. Yine de, ROR-alfa ve /KBKA iligkisinin gercekten
fizyolojik bir anlami oldugunu s6yleyebilmek i¢in /KBA ile birlikte degerlendirilmesi ve

mRNA diizeyi disinda protein aktivitesine de bakilmasi gerekmektedir.

UYARI

iitihabi
Hedef Genler =——> Yaln: :

Sekil 5-1: ROR-alfa’nin NF-kB aktivasyonu iizerindeki hiicre tipine bagli zit yonlii etkisi. Diiz
kas hiicreleri ve endotelde iltihabi yaniti IKBA iizerinden baskilayan ROR-alfa,
monosit/makrofajlarda iltihabi yanit1 IKBKA iizerinden hizlandirabilir.

Monositte ROR-alfa hedef geni olduklar1 ve yapay ROR-alfa ligand1 varliginda
mRNA diizeyleri degistigi goriilen SPPI1 ve IKBKA genlerinin, statin ve bifosfonat
varligindan da etkilendikleri goriilmiistiir. Her iki genin statin kullanimindan etkilendigi

daha 6nceden bildirildigi i¢cin, sonuglarm literatiir ile uyumlu oldugu anlasilmistir.



58

Simvastatin ve neridronatin SPP/ ve IKBKA gen anlatimlar1 {izerine etkisini
arastirirken, FPP ve GGPP gibi izoprenoid lipidlerin azalmasina bagli olasi etkinin
dislanmasi i¢in, izoprenoid sentezini etkilemeden kolesterol sentezinin baskilandigi bir
kontrol kosulu da ¢alisilmistir. Bu amagla, kolesterol sentezini daha ileriki bir adim olan

skualen sentaz agamasinda baskilayan zaragozik asid kullanilda.

Zaragozik asid izoprenoid lipidleri etkilemeden kolesterol sentezini baskiladigi
icin, simvastatin ve neridronatin hiicre ic¢i kolesterol diizeyini degistirerek neden
olabilecegi olas1 sonucglarm, zaragozik asidin neden olacagi sonuglara benzer olacagi
varsayildi. Bu nedenle 6ncelikle simvastatin ve neridronat ile ayn1 kosulda zaragaozik
asidin neden oldugu degisimler agiklanmaya calisildi ve bu sonuglar referans olarak
alimdi. Zaragozik asid aracilifiyla i¢ kaynakli kolesterol baskilanmaya calisilirken, dis
kaynakli kolesteroliin etkisini test etmek i¢cin LDL’siz serum ile hazirlanmis besi
yerinde deney tekrarlanmistir. Hiicre i¢i serbest kolesterole kaynak olabilecek diger bir
yap1 olan hiicre zarindaki kolesterolii test etmek i¢in de ayni kosul uygulanan tigiincii
grup hiicreye hidroksi propil beta siklodekstrin (HPBCD) uygulandi. Hidrofilik bir dis
ylizey ve hidrofobik bir cep tasiyan siklodekstrinler, hidrofilik dis yiizeyi sayesinde
yiiksek c¢oOziiniirlige sahipken, hidrofobik cebi araciligiyla kolesterol gibi kiiclik
hidrofobik molekiilleri tutma ve tasima 6zellikleri vardir. Bu nedenle siklodekstrinler,
hiicre yiizeyindeki kolesterol molekiillerini hiicreden wuzaklastirabilme 6zelligine
sahiptir. HPBCD uygulanan hiicrede 6nce membran kolesterolii, sonra hiicre igi

kolesterolii azalmaya baslar (Zidovetzki R ve Levitan I. 2007).

Normal kiiltiir kosullarinda SR1001’in SPP! ve IKBKA gen anlatimlarmi
baskilamasi, ROR-alfa’nin antagonist bir ligand1 olmasi ile a¢iklanabilir (Solt LA ve ark
2011). Ancak, hiicre dis1 kolesterol kaynaginin olmadigi LDL’siz kiiltiir kosullarinda
SR1001’in bu baskilama etkisinin kaybolmasi, SR1001’in ROR-alfa {izerinde
antagonist etki gosterebilmesi icin hiicre disi1 kolesterole gereksinim duydugunu
disiindiirmektedir. Hiicre dis1 kolesteroliin kisitlandigi bu kosul altinda, hiicre ici
kolesterol de zaragozik asid aracilifiyla kisitlandinda, SR1001°in ROR-alfa {izerindeki
etkisinin antagonist etkiden agonist etkiye dondiigii ve ROR-alfa’y1 aktive ettigi
goriilmistiir. Bu bulgu, SR1001’in kolesterol varliginda ROR-alfa aktivitesini
baskiladigini, kolesterol yoklugunda ise aktive ettigini diisiindiirmektedir. SR1001’in

ROR-alfa aktivitesini baskilamasi, baskilayici proteinlerin (co-repressor) ROR-alfa’ya
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baglanmasini saglayarak gergeklestirdigi diisiiniilmektedir (Solt LA ve ark. 2011).
SR1001’in, kolesterol varliginda ROR-alfa’y1 baskilayip, kolesterol yoklugunda aktive
etmesi, ROR-alfa ligand baglama bodlgesine ligand olarak baglandiginda yol actigi
bicimsel degisikligin, bagli bulunan bir ligand1 uzaklastirarak yerine gectiginde yol
actiZ1 bicimsel degisiklikten farkli olmasi ve ilk durumda baskilayici (co-repressor),
ikinci durumda aktive edici (co-activator) proteinlerin baglanmasina yol ag¢masi
seklinde aciklanabilir (Sekil 5-2). Diger yapay ve dogal ROR-alfa ligandlarinin

kullanilacagi ¢alismalar, bu bulgunun agiklanmasi i¢in gerekecektir.
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Sekil 5-2: Neridronat ve zaragozik asid varliginda SR1001’in hedef gen aktivasyonunu
tetiklemesinin olasi mekanizmasi. Normal kosullarda (1) kolesteroliin ROR-alfa’ya
baglanmasi, ROR-alfa’nin DNA’ya baglanmasimi ve aktivator (SRC2) ile etkilesimine
neden olur. Bu durumda, ilgisi daha yiiksek baska bir ligandin (SR1001) eklenmesi,
DNA iizerindeki ROR-alfa’da ligand degisimine neden olur (2). Ligand degisiminin
neden oldugu bigcimsel degisiklik, repressér (NCoR) baglanmasina yol acar.
Kolesteroliin uzaklastirildigi durumda (3) ise, SR1001 dogrudan serbest ROR-alfa’ya
baglanir ve ROR-alfa’nin aktivator (SRC2) etkilesimi ile sonuglanan bigimsel
degisiklik yapar (4).
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Simvastatin ve neridronatin SPP/ gen anlatimi {izerindeki etkilerine
bakildiginda, neridronatin etkisi ile zaragozik asidin etkisi arasindaki benzerlik dikkati
cekmektedir (Sekil 4-17). Normal ve LDL’siz kosulda zaragozik aside benzer etki
gosteren neridronatin, HPBCD varliginda ise simvastatine benzer bir etki gosterdigi de
dikkati c¢ekmektedir. Simvastatinin SPPI iizerindeki etkisinde mevalonat veya
izoprenoidlerin daha baskin oldugu soylenebilir. Neridronatin ise zaragozik asid gibi
mevalonattan bagimsiz, kolesterole bagimli etkisi yaninda, simvastatin gibi izoprenoid
aracili etkisi de oldugu goriilmektedir. LDL’siz kosulda SPPI iizerindeki baskilama
etkisinin SR1001 varliginda ortadan kalkmasi, neridronatin kolesterole bagl etkisinde
ROR-alfa’nin rolii olabilecegini gdstermektedir. Statinlerin aortik sklerozlu hastalarda,
hipertansiyon hastalarinda ve hiperkolesterolemik hastalarda SPPI diizeyini
disiirdiigiinii gosteren caligmalar (Tanaka N ve ark. 2006; Lorenzen JM ve ark. 2009;
Hamilton AM ve ark. 2010), statin ve bifosfonatlarin ¢ok yonii etkilerinde SPPI’in

onemli bir rolii olabilecegini diislindiirmektedir.

Zaragozik asidin /KBKA iizerindeki etkisine bakildiginda, SPPI’de oldugu gibi
baskiladig1 goriiliir. Neridronatin SPP1’°1 zaragozik asidden daha fazla, simvastatinin de
neridronattan  daha  fazla  baskilamasi, izoprenoidlerin  baskin  oldugunu
diistindiirmektedir. Ancak, bu baskilanmanin ROR-alfa ligandi SR1001 varligindaki
degisimi ROR-alfa’nin  kolesterolden bagimsiz etkisi de olabilecegini akla
getirmektedir. Zaragozik asidin SPP/ iizerindeki baskilama etkisi SR1001 varligindan
etkilenmezken, neridronat ve simvastatinin SPP/ 1tzerindeki baskilama etkisinin
SR1001°den etkilendigi ve bu etkilenmenin simvastatinde ¢ok daha belirgin oldugu
dikkati ¢ekmektedir. Simvastatinin SPP/ {izerindeki baskilama etkisinin, membran
kolesteroliiniin uzaklastirildigi durumda ortadan kalkmasi, hiicre i¢i serbest kolesterol
disinda membrana bagli kolesterolin de bu siirecte rol oynayabilecegini akla
getirmektedir. ROR-alfa’nin farkli izoformlarinin hiicre i¢i dagilimlar1 arasinda fark
oldugu, ROR-alfal’in c¢ekirdek disinda, hiicresel zarlara da bagli bulunabildigi
(Aschrafi A ve ark 2006) dikkate alinirsa, membran yerlesimli kolesteroliin ROR-alfa
icin ligand olabilecegi veya ROR-alfa’nin transkripsiyon kontrolii disinda non-genomik

etkileri de olabilecegi diisiiniilebilir.
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Simvastatin, neridronat ve zaragozik asidin SPPI ve IKBKA iizerindeki etkileri,
SR1001 varlig1 agisindan incelendiginde (Tablo 4-1), neridronatin SPPI lizerindeki
etkisinin, zaragozik asid gibi SR1001’e bagl oldugu gériiliir. Bu da, neridronatin SPPI
gen anlatimmni kolesterol ve ROR-alfa araciligiyla etkiliyor olabilecegini
gostermektedir. /KBKA geninde ise simvastatin ve neridronatin SR1001’den
etkilenmesine ragmen zaragozik asidin etkilenmemesi, statin ve bifosfonatlarin ROR-

alfa araciligiyla, fakat kolesterolden bagimsiz etkileri olabilecegini diisiindiirmektedir.

Statinlerin /KBKA gen anlatimi iizerindeki etkileri konusunda yeterli ¢alisma
olmasa da, IKK kompleksinin aktivitesi ile statinlerin ¢ok yonlii etkileri arasindaki iliski
bilinmektedir (Ortego M, 2005). Statinlerin gerek IKBKA aktivitesi, gerekse SPP1
diizeyi ile iliskisinde (Kawamura H, 2004, Ghosh-Choudhury N2006) Ras ve PI3K’nin
rol oynadig1 da bilinmektedir. Statin ve bifosfonatlarin kolesterolden bagimsiz olarak
etkiledikleri Ras ve PI3K gibi sinyal yolaklarmin osteopontin (SPP1), NF-xB ve ROR-
alfa’yr etkiliyor olmasi1 (Kawamura H,2004; Ghosh-Choudhury N, 2006; Lechtken A,
2007), kolesterol ve ROR-alfa’ya bagh etkilerin izoprenoidler tarafindan golgelenmis

olabilecegini de diisiindiiriir.

Makrofajlarda SPP1 ve IKBKA genlerini ROR-alfa hedef genleri oldugunu
gosteren tez ¢alismasi, statin ve bifosfonat grubu ilaglarin ¢ok yonlii etkisinde, ROR-
alfa’nin kolesterole bagimli veya kolesterolden bagimsiz rol oynayabilecegini de

gostermektedir.
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