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ONSOZ
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ayr1 bir tesekkiir bor¢luyum.

Lisansiistii calismamda TUBITAK Bilim insan1 Destek Programlar1 Bagkanligi (BIDEB) 2211-
Yurt i¢i Lisansiistii Burs Progranmi kapsaminda aldigim maddi destekten otiirii TUBITAK
Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastrma Kurumuna tesekkiir ederim. Bu degerli burs
sayesinde arastirmalarima daha verimli bir sekilde odaklanma imkéan1 buldum.

Tezimi tamamlarken milkemmel olmasindan ¢ok, 6§renme siirecimin bir yansimasi olmasina
onem verdim. Umarim bu ¢alisma, konuyla ilgilenenler i¢in faydali olur.

Haziran 2025 Ebru TORAMAN

iv



ICINDEKILER

Sayfa No
ONSOZ c.eeeerreerrerresrssessesssessssessssssssssssssessssessessssssssssssssssssessssessesans iV
ICINDEKILER ... eeeeeeeeeceeeeneneesesesesssesesesessssssssssssssssssssssssssssssesssssssssesssssssssssessssssssssens v
SEKIL LISTEST cuvuvueeeireiieececrenneenesesessesesssesssssesessssssssssessssssssssssessssssssssssessssssssssessseses vii
TABLO LISTESI...cvoeitieeeteteeetsenestesessesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssssssssssssssssessssssesesses viii
SIMGE VE KISALTMA LISTESI ....ucuoveeiteeeteeeeneeesesssesssssessssssesssessessssssesssssssssssessssssesens ix
OZET aueereeereeereessessssssessssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssessssssssssssssssssssessssssessssssssessassssessoses xi
SUMMARY ....cvvrerneresresnesessessesessesssessssessessssessessssessesssssssssessesssessesessessases xiii
AN . Y AN ANy Ay 4 .1
2. GENEL KISIMLAR......cevesueeuereresnssessssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssasens 3
2.1.  BIYOLOJIK SAATLERIN KOKENI .......coccoovviiiiiiieeeeeeeeeee e 3
2.2, BIYOLOJIK RITIM TURLERI.........coiviiiiiieiieeeeeeeeeeeeeeee e 3
2.3. SIRKADIYEN SAAT VE RITIM ...coooiviiiiieeiceeeeeeeeeeee e 4
2.4, SIRKADIYEN SAATIN TEMEL PARAMETRELERI .......c.ccooviiiiiiieien 5
2.5.  MEMELILERDE SIRKADIYEN SAATIN ORGANIZASYONU .........cccccco....... 6
2.5.1. Hiicresel Diizeyde Sirkadiyen Saat ...........ccoevieriiienieniienieeieeieeieesee e 7
2.5.2. Merkezi Saat: Suprakiazmatik NUkIeus (SCN) ....cccooeeviiiiiiieniieniieeeeeeee e 8

2.6. SIRKADIYEN SAATIN DUZENLENMESINDE POST-
TRANSLASYONEL MODIFIKASYONLAR .......c.cooviiieieeeeeeeeeeeeeeeeeee e 10
2.7. CEKIRDEK SAAT PROTEINLERININ YAPISI .....c.cooviiiiieeieeeeeeeeeee, 11
2.8. SIRKADIYEN SAAT VE HASTALIK ILE TLISKIST ......ovvvivivicecceeeen, 13

29.  SIRKADIYEN SAATI MODULE ETME POTANSIYELINE SAHiP
KUCUK MOLEKULLER ........cocoouiiiiieeieeeeeeee et 14
3. MALZEME VE YONTEM........ccovceerererernesessesnssesssssssessssessesssessesasse 16
3.1. HUCRE KULTURU ......oiviiieiieeieieceeee et 16
3.2. SITOTOKSISITE ANALIZI (MTT TESTI) c.eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeea, 16
3.3.  PROTEIN YIKIM (DEGRADASYON) ANALIZI .......cocovoviieieeeeeeeeee, 17
3.4. SIRKADIYEN SALINIMLARIN GERCEK ZAMANLI TAKIBI ...................... 18
3.5. SDS-PAGE VE WESTERN BLOT ANALIZI........c.ccoooovioieeececeeeeeeeea. 18
3.6. TOTAL RNA IZOLASYONU VE RT-QPCR ANALIZI........ccccooooviiiiiinnn, 20
3.7. HUCRE iCi FRAKSIYONLAMA VE WESTERN BLOT ANALIZ] ................. 22



3.8. KO-IMMUNOPRESIPITASYON (CO-IP) ANALIZI .......cccoovviiieceecen 23

3.9. ISTATIKSEL ANALIZ ..o, 24
4. BULGULAR ....ecueuerereresesnerenesesesssssssssesssssesssessssssssssessssssssssssessssssssssessssssssssesssesssssssesenes 25
4.1. KUCUK MOLEKULLERIN YAPI TABANLI ILAC TASARIMI
YONTEMIYLE IN SILIKO TARAMA SURECT ..o, 25
4.2, SITOTOKSISITE ANALIZI (MTT TESTI) SONUCLARI ........c.coovevereerrnnne. 25
43. PROTEIN YIKIM (DEGRADASYON) ANALIZI SONUCLARIL....................... 27
4.4, SIRKADIYEN SALINIMLARIN GERCEK ZAMANLI TAKIBI ..................... 28
4.5. E9 MOLEKULU UYGULAMASININ SIRKADIYEN SAATIN
CEKIRDEK PROTEIN BILESENLERI DUZEYLERI UZERINDEKI ETKISI .......... 29
4.6. E9 MOLEKULU UYGULAMASININ CEKIRDEK SAAT GENLERININ
IFADE DUZEYLERINE ETKIST .......oiiiiiioiieeeeeeeeee et 31
4.7. E9 MOLEKULUNUN CEKIRDEK SAAT PROTEINLERININ HUCRE
ALTI LOKALIZASYONU UZERINDEKI ETKISI ......coovovoiiveieieieiceceeeeeeeeee e, 33

48.  E9 MOLEKULU VARLIGINDA KO-IMMUNOPRESIPITASYON (CO-
IP) 35

5. TARTISMA VE SONUC ...uuvuenererererenesessssesessssesssesessssessssssssssses 37
IKKAYNAKLAR .....eoveveeeeeeesesesesesessssssssssssessasssssssessssssassssssssssssssssssssnsssssssssssssssssssensssssnsnsns 40
OZGECMIS avvvverererererererereresesesssesesssesssssesssssssesssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssssssssssssssssnens 52

vi



SEKIL LISTESI

Sayfa No

Sekil 2.1: Sirkadiyen ritmin parametleri: faz, periyot, genlik, ZT ve CT (Schmitt vd.,
2016°dan deGiStirlerek).......ceeriiiiiiiiiieieee e e 6

Sekil 2.2: Ug temel geri bildirim déngiisiinden olusan sirkadiyen saatin molekiiler yapis1
(Salazar & von Hagen, 2023’ten deSistirilerek). ......c.coevvueeerieeeiiieeieeeieeeee e 10

Sekil 2.3: Beyindeki igsel sirkadiyen salinimlar (SCN) ve dis zeitgeberler (ipuglari)
(Buttgereit vd., 2015’ten deGistirilerek). ........coeviiriiiiieiiieieeeee e 10

Sekil 2.4: CLOCK:BMALI heterodimer yapisi, bBHLH, PAS-A ve PAS-B bolgelerini
icermektedir. Baglayici (linker) bolgeler kirmizi veya turuncu renkte gosterilmistir-

(N HUang vd., 2012). ...ouiiiiiiiiieieeienee ettt sttt sttt 13
Sekil 4.1: E9'un kimyasal yapisi. 1-Phenyl-4-(4-{2-phenyl-1H,4H,5H,6H,7H,8H-

cyclohepta[B]pyrrol-1-YL} benzoyl)piperazine. ..........ccceeevveeerereeeceeeeeiiieeeireeesveeesveeenns 25
Sekil 4.2: E9’un U20S Bmall-dLuc hiicre hatt1 lizerindeki toksisite ¢alismasi...................... 26
Sekil 4.3: E9 molekiiliiniin liisiferazin yar1 démriine etkisinin degerlendirilmesi. .................. 27

Sekil 4.4: E9 molekiiliiniin 5 uM ile 20 uM arasindaki konsantrasyonlarmin U20S
Bmall-dLuc hiicrelerinde sirkadiyen periyot uzunluguna etkisinin biyoliiminesans
yontemiyle degerlendirilmesi. A) Kontrol grubu: %0.4 DMSO uygulanmig U20S
Bmall-dLuc hiicreleri, B) E9 molekiiliinlin U20S Bmall-dLuc hiicrelerinde
genlige etkisi C) E9 molekiiliiniin U20S Bmall-dLuc hiicrelerinde sirkadiyen saat
periyoduna etkisi. D ) E9 molekiiliiniin U20S Bmall-dLuc hiicrelerinde sirkadiyen
82at TAZ1NA ETKIST. 1oveiiiiiiiiie et 28

Sekil 4.5: E9 molekiiliiniin (20 pM) senkronize olmayan U20S Bmall-dLuc
hiicrelerinde temel saat proteinleri {izerindeki etkisinin Western blot yontemiyle
degerlendirme sonuglari. A) Western blot analizine ait gorseller (ChemiDoc Touch
Imaging System, BioRad), B) E9 molekiiliiniin PER2, CLOCK, BMALI ve CRY1
endojen protein dUzZeylerine etKiSi. ......cccuieriieriieiieiie et 30

Sekil 4.6: E9 molekiilii uygulamasinin ¢ekirdek saat genlerinin ifade diizeylerine
etkisinin degerlendirilmesi. ...........coocuiiiiiiiiiiiiie e 32

vii



TABLO LiSTESI

Sayfa No

Tablo 3.1: RT-qPCR analizi i¢in kullanilan ileri (forward) ve ters (reverse) primer
QIZILETL 1.ttt ettt sttt ettt s nae e 22

viii



SIMGE VE KISALTMA LiSTESI

Simgeler Ac¢iklama
% : Yiizde
p
A : Delta
: Mikro
Kisaltmalar Aciklama
bHLH : Basic Helix-Loop-Helix
BMALI1/ ARNTL1 : Aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator-like
CCGs : Saat Kontrollii Genler
CHX : Sikloheksimid
CKle/1o : kazein kinaz 1 epsilon/1 sigma
CLOCK : Circadian Locomotor Output Cycles Caput
Co-IP : Ko-Immiinopresipitasyon
CRY : Cryptochrome
CT : Sirkadiyen Time
DBP : Alblimin promotdriiniin (albiimin D-box) baglayic1 proteininin D
bolgesi
DNA : Deoksiribontikleik Asit
DSWPD : Familial Delayed Sleep-Wake Phase Disorder
FASPS : Familial Advanced Sleep Phase Syndrome
FBXL3/21 : F-box/LRR-repeat protein 3/21
GSK-3p : Glikogen sentaz kinaz 3 beta
HEK 293T : Insan Embriyonik Bobrek Hiicreleri
LUC : Lisiferaz
NEAA : Esansiyel Olmayan Amino Asitler
NES : Niikleer Export Sinyali
NLS : Niikleer Lokalizasyon Sinyali
PAS : Per-Arnt-Single-minded
PER : Periyod

ix



PHR
PTM
REV-ERB

ROR
RORE
SCN
TTFL
U20S
7T

: Fotoliyaz Homolog Bolgesi
: Post-translasyonel Modifikasyonlar

: Nuclear receptor subfamily 1, group D RHT: Retinohypothalamic

Tract

: RAR-related orphan receptor

: RAR-related orphan receptor response element

: Suprakiazmatik Niikleus

: Transkripsiyonel-Translasyonel Geri Bildirim Dongiisii
: Insan kemik osteosarkomu epitel hiicreleri

: Zeitgeber Time



OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

HUCRESEL DUZEYDE SiRKADIYEN RIiTMIN PERiYOD UZUNLUGUNU
DEGISTIREN MOLEKULLERIN KARAKTERIZASYONU

Ebru TORAMAN

istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoloji Anabilim Dah

Danisman : Prof. Dr. Mahmut CALISKAN
II. Damsman : Prof. Dr. I. Halil KAVAKLI

Canlilarin davranigsal ve fizyolojik ozelliklerinde goézlemlenen giinliik ritmik degisimler,
cevresel 1s1k-karanlik donglisiine uyum saglamak amaciyla ortaya ¢ikar ve bu degisimlerin
temelinde yaklagik 24 saatlik bir biyolojik saat mekanizmasi bulunur. Memelilerde bu saat,
birbirini diizenleyen transkripsiyonel ve translasyonel geri besleme dongiileri (TTFL’ler) ile
yOnetilen hiyerarsik bir sistem seklindedir. Molekiiler diizeyde, CLOCK ve BMALI proteinleri
bir araya gelerek E-box dizilerini tanir ve saatle iliskili genlerin (CRY ve PER dahil)
transkripsiyonunu baslatir. Sitoplazmada biriken CRY ve PER proteinleri, Casein Kinase I¢ ile
birlikte cekirdege tasinarak CLOCK:BMAL1 kompleksinin transkripsiyonel aktivitesini
baskilar.

Bu temel saat proteinlerinin aktivitelerini modiile edebilen kii¢iik molekiiller, sirkadiyen ritmin
zamanlamasmi digsaridan kontrol etme potansiyeli tasir. Sirkadiyen ritmin bozulmasi

durumunda ortaya ¢ikabilecek kanser, metabolik hastaliklar ve yaslanma gibi ¢esitli saglik

xi



sorunlart dikkate alindiginda, bu tiir molekiillerin tanimlanmasi olduk¢a Onemlidir. Bu
dogrultuda, 1. Halil KAVAKLI ve ekibi tarafindan daha once kesfedilen E9 adli kiiciik
molekiilii, CLOCK proteinine baglanan yeni bir bilesik olarak ayrintili bigimde inceledim. E9,
hiicreye zarar vermeden sirkadiyen periyodu uzatmig; CLOCK ve BMALI protein diizeylerini
azaltmig ve bu proteinlerin ¢ekirdege tasinmasini engellemistir. Ayrica CLOCK-BMALI1
etkilesimi zayiflamistir. Bu sonuglar, E9’un sirkadiyen saat mekanizmasini dogrudan
etkileyebildigini ortaya koymakta ve onu sirkadiyen ritim bozukluklarina bagli metabolik
hastaliklar, uyku bozukluklar1 ve kanser gibi durumlar i¢in potansiyel bir terapdtik aday haline

getirmektedir.
Haziran 2025, 66 sayfa.

Anahtar kelimeler: Sirkadiyen saat, kiiciik molekiil, CLOCK, ila¢ gelistirme
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SUMMARY

M.Sc. THESIS

CHARACTERIZATION OF MOLECULES THAT ALTERS CIRCADIAN
RHYTHM PERIOD LENGHT AT CELLULAR LEVEL

Ebru TORAMAN

Istanbul University
Institute of Graduate Studies in Sciences

Department of Biology

Supervisor : Prof. Dr. Mahmut CALISKAN
Co-Supervisor : Prof. Dr. I. Halil KAVAKLI

The daily rhythmic changes observed in the behavioural and physiological characteristics of
living organisms occur to enable them to adapt to the light-dark cycle of their environment.
These changes are based on a biological clock mechanism that operates over a period of
approximately 24 hours. In mammals, this clock operates as a hierarchical system, which is
governed by mutually regulating transcriptional and translational feedback loops (TTFLs). At
the molecular level, CLOCK and BMALI proteins bind to recognise E-box sequences,
initiating the transcription of clock-related genes, including CRY and PER. The CRY and PER
proteins, which accumulate in the cytoplasm, are transported to the nucleus with Casein Kinase

Ie, where they repress the transcriptional activity of the CLOCK:BMALI1 complex.

Small molecules that can modulate the activities of these basic clock proteins have the potential

to externally control the timing of the circadian rhythm. Considering the various health
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problems such as cancer, metabolic diseases and aging that may arise in case of disruption of
circadian rhythm, it is very important to identify such molecules. In this direction, I have
analysed in detail the small molecule E9, previously discovered by I. Halil KAVAKLI and
colleagues, as a new compound that binds to CLOCK protein. E9 prolonged the circadian period
without damaging the cell; decreased CLOCK and BMALI protein levels and prevented the
transport of these proteins to the nucleus. In addition, the CLOCK-BMALI interaction was
attenuated. These results demonstrate that E9 can directly affect the circadian clock mechanism
and make it a potential therapeutic candidate for conditions such as metabolic diseases, sleep

disorders and cancer related to circadian rhythm disorders.
June 2025, 66 pages.

Keywords: Circadian clock, small molecule, CLOCK, drug development
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1. GIRIS

Sirkadiyen saat, organizmalarin 151k, sicaklik ve diger ¢evresel faktorlerin giinliik dis ritimlerine
uyum saglamasini saglayan otonom ve endojen bir zamanlayicidir ve giliniimiiz
organizmalarinin sirkadiyen saatleri 24 saate yakin periyotlarla salmir (Wijnen & Young,
2006). "Sirkadiyen" (Latince circa diem, yani 'giine yakin') saatin senkronizasyonu,
organizmanin ¢evredeki diizenli degisimleri dnceden tahmin etmesini saglayarak; besin alimi
ve metabolizma, av/avcr etkilesimleri, ¢cevresel etkenlerin yol a¢tigit DNA hasarindan korunma
ve hayatta kalma sansini etkileyen molekiiler ve davranigsal olaylar1 sekillendirir (Partch vd.,

2014).

Memelilerdeki sirkadiyen saat hem yukaridan-asagiya (top-down) hem de asagidan-yukariya
(bottom-up) bir organizasyona sahiptir. Giinliik ritimleri {iretme yetisi, hiicresel bir 6zelliktir.
Bu hiicresel saat, dokular, organlar ve tiim organizma diizeyinde sirkadiyen programi olusturan
bir a§ meydana getirir. Memelilerdeki yukaridan-asagiya organizasyonun merkezi, optik
kiyazmanin (gorsel sinirlerin caprazlastigi nokta) iizerinde yer alan bir g¢ekirdege, yani
suprakiazmatik niikleus (SCN) bdlgesine dayanir. Bu ana zamanlayici, retina araciligiyla fotik
(1518a ait) bilgiyi alir, kendi ndronal hiicresel saatlerini senkronize eder ve viicuttaki diger organ
ve dokularda bulunan ¢evresel (periferik) saatlere ileterek onlarin da senkronize olmasini saglar

(Roenneberg & Merrow, 2016).

Temel olarak, memeli sirkadiyen saati, yaklasik 24 saatlik bir periyotla gen ifadesinde kendi
kendini siirdiiren bir ritim iireten, otoregiilator transkripsiyon ve translasyon geri bildirim
dongiisii (TTFL) olusturan molekiiler bir genetik agdir. TTFL, heterodimerik transkripsiyonel
aktivatorler CLOCK ve BMALI ile bunlarin baskilayicilar1t PER1, PER2, CRY1 ve CRY2
proteinlerinden olusur (Laothamatas vd., 2023). CLOCK ve BMALI, temel helix-loop-helix
(bHLH)-PAS alanlar1 araciligiyla bir heterodimer olusturur ve Kriptokrom (Cry) ve Periyot
(Per) gibi saat kontrollii genlerin (CCG'ler) promotdrlerindeki E-Kutu dizilerine baglanir ve
transkripsiyonlarini baslatir (Kavakli vd., 2022). CRY ve PER proteinleri sitozolde biriktikce,
bir heterodimer olustururlar ve Casein Kinase I epsilon/delta (CKI €/0) ile ¢ekirdege tasinirlar.
Burada, BMAL1/CLOCK kompleksinin aktivitesini baskilarlar ve dolayisiyla saat kontrollii

genlerin (CCG'lerin) ifadesini engellerler. CKI’ler tarafindan gergeklestirilen fosforilasyon ya



da c¢ekirdek saat proteinlerinin ubikitinasyon gibi post-translasyonel modifikasyonlari, bu
baskilayicit dongiiniin sona ermesini saglar ve bdylece sirkadiyen ritmin yeniden baglamasina
yol agar (Von Schantz & Archer, 2003). 2014 yilinda yayimlanan bir ¢aligma, farelerde protein
kodlayan genlerin %@43'linlin en az bir dokuda sirkadiyen kontrol altinda oldugunu
gostermektedir (R. Zhang vd., 2014). Bu bulgu sirkadiyen saatin memelilerde fizyolojik
stiregler lizerindeki yaygm ve derin etkisini gostermekte; dolayisiyla, sirkadiyen sistemin
diizgiin isleyisinin ne denli 6nemli oldugunu ortaya koymaktadir. Bununla birlikte sirkadiyen
saatin bozulmasi, sistemik homeostazide bir ¢okiise yol agabilir ve kanser, depresyon,
metabolik sendrom ve kardiyovaskiiler hastalik dahil olmak {izere olumsuz saglik sonuglarina

neden olabilir (Ohdo vd., 2019).

Son zamanlarda arastirmacilar, kétii huylu timorler de dahil olmak iizere saatle iligkili
hastaliklar1 tedavi etmek i¢in sirkadiyen saati diizenleyebilen birkag kiigiik molekiil kesfettiler
(Rahman vd., 2020). Ornek olarak CLOCK veya CRY gibi ¢ekirdek saat proteinlerine baglanan
bazi kiigiik molekiiller kesfedilmistir. Halil Kavakli ve ekibi, in silico yaklasimini kullanarak
CLOCK'a baglanan CLKS adli kii¢iik bir molekiil tanimlamistir. Daha ileri deneysel ¢alismalar,
CLK&8'in CLOCK ve BMALL arasindaki etkilesimi azalttigin1 ve buna karsilik sirkadiyen ritim
genligini artirdigini ortaya koymustur (Doruk vd., 2020). Ancak sadece CLOCK f{izerinde etki
gosteren ilag adayr kiiglik molekiillerin karakterizasyonunda bir bosluk bulunmaktadir. Bu
dogrultuda, daha 6nce Halil Kavakli ve ekibi tarafindan gergeklestirilen in silico taramalar
sonucunda belirlenen CLOCK proteinine baglanan E9 adli molekiil ile ¢aligmalarima basladim
ve karakterizasyon siirecini bu molekiil {izerinde yogunlastirdim. Biyoliiminesans analizleri,
E9’un hiicreye zarar vermeden sirkadiyen periyodu uzattigini gostermistir. Protein ve gen
analizleri, CLOCK ve BMALI seviyelerinde azalma, bazi saat genlerinin mRNA diizeylerinde
ise artis oldugunu ortaya koymustur. Lokalizasyon ve etkilesim deneyleri, E9’un CLOCK’un
cekirdege girisini ve BMALL ile etkilesimini azalttigini dogrulamistir. Bu da, E9’un sirkadiyen
saat mekanizmasin1 dogrudan etkiledigini gdstermektedir. Ancak bu etkinin tam mekanizmasi
heniiz net degildir ve ileri analizlerle agikli§a kavusturulmalidir. Bu ¢alisma, CLOCK'u hedef

alan yeni molekiillerin gelistirilmesine yonelik 6nemli bir baslangigtir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1.BiYOLOJIK SAATLERIN KOKENIi

Diinya’nin kendi ekseni etrafinda yaklasik her 24 saatte bir donmesinin bir sonucu olarak, bu
gezegendeki ¢ofu organizma, 151k ve sicakliktaki Ongoriilebilir dalgalanmalara maruz
kalmaktadir. Siyanobakterilerden insanlara kadar ¢ok cesitli tiirler, bu giinliikk degisimlere
onceden uyum saglayabilmek amaciyla evrimsel siirecte i¢sel biyolojik saatler gelistirmistir
(Jabbur & Johnson, 2022). Bu nedenle, i¢ fizyolojimiz ve islevlerimiz, bu jeofiziksel dongiiyle
temel diizeyde i¢ ice gecmistir. Nitekim, i¢ fizyoloji ile jeofiziksel dongii arasindaki bu evrimsel
iliskiye dair bulgular ilk olarak Jean-Jacques d’Ortous de Mairan (1678-1771) tarafindan ortaya
konmustur (Kuhlman vd., 2018). de Mairan (1729), bir heliotrop bitkisinde (muhtemelen
Mimosa pudica) yapraklarin agilip kapanma seklinde sergiledigi sirkadiyen ritmi, tamamen
karanlik kosullarda gézlemlemistir ve bu hareketlerin, bitkinin igsel ritmiyle iligkili oldugunu
One slirmiistiir (Srivastava vd., 2019). Ritimlerin tamamen karanlik bir ortamda da stirmesi, bu
hareketlerin dis etkenlerden bagimsiz olarak calisan, yani organizmanin i¢inde bulunan bir
biyolojik saat tarafindan kontrol edildigini gostermektedir. Bu, saatin kendi kendine devam
eden bir mekanizmaya sahip oldugunu, baska bir deyisle dis uyaranlar olmadan da isledigini
ifade eder. Ancak bir saatin islevsel olabilmesi i¢in ayni zamanda kendini yeniden
ayarlayabilmesi gerekir. Bu nedenle, organizmalardaki sirkadiyen ritimlerin mevsimsel olarak
degisen giin 15181 dongiilerine uyum saglayabilmesi 6nemlidir. Bu uyum, ¢evresel isaretlerle
saglanir; biyolojik saat, bu sinyaller araciligiyla dogru zamana gore kendini senkronize eder.
Memelilerde bu senkronizasyonu saglayan en etkili cevresel etkenler ise 151k ve besin alimidir
(Roenneberg & Merrow, 2005; Wulund & Reddy, 2015). Bu bulgular dogrultusunda da devam
eden yillarda, ¢ok cesitli canli tiirlerinde ve farkli hiicre tiplerinde intrinsik (i¢sel) sirkadiyen
ritimlerin varligi kanitlanmis, bdylece biyolojik saatin evrenselligi ve temel fizyolojik

siireclerdeki rolii daha da netlik kazanmustir.
2.2. BiYOLOJIiK RiTiM TURLERI

Tiim biyolojik ritimler zaman i¢inde kendiliginden diizenlenen siirecleri yansitsa da bazilari
dogrudan zamanin gegisini izlemek amaciyla islemez. Ornegin, kalp ritmi kalbin diizenli
atmasin1 miimkiin kilarken, sinirsel yapilar, yiiriiylis ve solunum gibi ritmik davranislar1 kontrol

eder (Goldbeter, 2008). Buna karsilik, bircok biyolojik ritim zamanin izlenmesiyle dogrudan



iliskilidir. Sirkadiyen saat ve yillik ritimler, diinyanin dongiisel dogasina uyum saglama islevi
goriir (Raible vd., 2017). Ornegin, 24 saatlik ritimler organizmalarin gece-giindiiz déngiisiinii
onceden tahmin ederek uyum saglamasina yardimeci olurken, yillik ritimler mevsimsel
degisimlere adaptasyonu destekler (Fuyi, 2024; Helm & Lincoln, 2017). Bu yonleriyle,
sirkadiyen saat ve mevsimsel ritimler, biyolojik diizenlilik ile zaman kavrami arasinda en iliskili

mekanizmalardir.
2.3. SIRKADIYEN SAAT VE RIiTiM

Sirkadiyen ritim kavrami, Halberg tarafindan organizmalarda gbzlemlenen ve Diinya’nin
giinliik doniis hareketiyle uyumlu olarak yaklasik 24 saatlik dongiiler halinde gerceklesen i¢sel
biyolojik salinimlar1 tanimlamak {izere ortaya konmustur (Fagiani vd., 2022). Latince "circa
diem" yani "gline yakin" anlaminda tiiretilmistir (Dibner vd., 2009). Bu ritimler, uyku-uyaniklik
dongiisiinden viicut 1sisina, hormon salinimindan metabolik aktivitelere kadar pek c¢ok
fizyolojik ve davranissal siireci diizenler. Bu ritimlerin temelinde ise organizma i¢inde yer alan
sirkadiyen saat bulunur (Meléndez-Fernandez vd., 2023; Takahashi, 2017). Bu ritimlerin
mekanizmasi, genellikle birbirini diizenleyen gen ve proteinlerin olusturdugu geri besleme
dongiileriyle isler ve prokaryotlardan Okaryotlara kadar bir¢ok organizmada sirkadiyen
ritimlerin igleyisi molekiiler mekanizmalar agisindan gesitlilik gosterir ancak temel prensipler
genellikle benzerdir. ilk olarak uzun siire boyunca bakterilerin sirkadiyen ritimlere sahip
olmadig diisiiniilse de ilk kanit, nitrojen sabitleyici bir siyanobakteri olan Synechococcus RF1'i
inceleyen bir arastirmadan gelmistir (Grobbelaar vd., 1986; Johnson vd., 2011). Bu
siyanobakteride, nitrojen sabitlenmesi sirkadiyen saat tarafindan diizenlenmektedir, boylece
gece fazimda maksimum olmaktadir (T.-C. Huang & Chou, 1991). Siyanobakterilerde
sirkadiyen saat, KaiA, KaiB ve KaiC proteinlerinin olusturdugu bir geri besleme dongiisiiyle
calisir. Bu proteinler, ATP'nin hidroliziyle fosforilasyon ve defosforilasyon siireclerini
diizenleyerek 24 saatlik ritmik bir aktivite olusturur (Johnson vd., 2008). Bu mekanizma,
transkripsiyon ve translasyon siireglerinden bagimsiz olarak in vifro ortamda da
calisabilmektedir (Williams, 2006). Bitkilerde ise sirkadiyen saat, cevresel sinyallere (1s1k,
sicaklik gibi) duyarli olan ve genetik olarak kodlanmis bir dizi geri besleme dongiisiiyle isler
(Inoue vd., 2017). Arabidopsis thaliana gibi model bitkilerde, CCA1, LHY ve TOCI1 genleri
bu dongiiniin temel bilesenleridir (Z. Ding vd., 2007; Schaffer vd., 1998; Strayer vd., 2000;

Wang & Tobin, 1998). Bu genler, birbirlerinin ekspresyonunu diizenleyerek giiniin farkli



zamanlarinda belirli genlerin aktif olmasini saglar. Bu mekanizma, fotosentez, ¢iceklenme
zamani ve yaprak hareketleri gibi 6nemli fizyolojik siirecleri senkronize eder (Lopez vd., 2021).
Filamentli mantar tiiri olan Neurospora crassa ise fungalarda sirkadiyen ritimlerin
incelenmesinde model organizma olarak kullanilmistir (Merrow vd., 2001). Bu organizmada,
WC-1 ve WC-2 proteinleri, FRQ geninin transkripsiyonunu diizenler (Crosthwaite vd., 1997;
Loros & Dunlap, 2025). FRQ proteini, WC kompleksinin aktivitesini inhibe ederek negatif bir
geri besleme dongiisii olusturur. Bu mekanizma, 151k ve sicaklik gibi cevresel faktorlerle
senkronize olur ve organizmanin fizyolojik siireglerini diizenler (Cha vd., 2011; Diernfellner
vd., 2007). Hayvanlar agisindan incelenecek olursa sirkadiyen ritimlerin en iyi karakterize
edildigi sistemlerden biri memelilerdir. Memelilerde merkezi saat, hipotalamusta yer alan
suprakiazmatik niikleus (SCN) i¢inde bulunur ve cevresel ipuclar1 (zeitgeber) olan, 151k
sinyalleri veya sicaklik gibi ipuglari ile senkronize olur (Astiz vd., 2019). Ancak SCN disinda
da kalp, karaciger, bobrek gibi periferik dokularda ¢alisan lokal saat mekanizmalar1 vardir
(Hunter & Bechtold, 2025). Bu saatlerin isleyisinde, CLOCK ve BMALI transkripsiyon
faktorleri kritik rol oynar; bu proteinler, PER ve CRY genlerinin ifadesini tetikleyerek negatif
geri besleme dongiisii olusturur. Bu dongii, 24 saatlik ritmik bir aktivite ile organizmanin

fizyolojik siireclerini diizenler (Yu vd., 2002).
2.4. SIRKADIYEN SAATIN TEMEL PARAMETRELERI

Sirkadiyen ritimlerin isleyisi, sadece belirli genlerin ifade edilmesiyle sinirli degildir; bu
ritimlerin nasil calistigin1 anlamak i¢in genlik, faz gibi kavramlarin da agiklanmasi
gerekmektedir. Bu kavramlar, biyolojik saatlerin ve ritimlerin nasil organize oldugunu, ¢evresel
faktorlerle nasil senkronize olduklarmi ve organizmanin fizyolojik siireglerini nasil
diizenlediklerini daha iyi anlamamiza yardime: olur. Ilk olarak sirkadiyen ritimlerin genligi, bu
ritmin ne kadar belirgin veya gii¢lii oldugunu ifade eder (Refinetti, 2000). Yani, ritmin ne kadar
fazla degisim gosterdigi, bir biyolojik parametrenin (6rnegin, viicut sicakligi, hormon seviyesi)
24 saatlik dongiide ne kadar yiiksek veya diislik degerler aldigi, genlik kavramu ile iliskilidir
(Reid, 2019; T. Zhang vd., 2023). Faz ise sirkadiyen ritmin belirli bir olaymin (6rnegin,
maksimum aktivite) meydana geldigi zaman dilimini belirtir. Faz kaymalari, g¢evresel
faktorlerin (6rnegin, 151k) etkisiyle ritmin zamanlamasinda meydana gelen degisiklikleri ifade
eder (Masuda vd., 2023). Periyot da ritmin tekrarlayan dongiisiiniin siiresini belirtir. Normalde,

bir sirkadiyen ritmin periyodu yaklagik olarak 24 saattir, ancak cesitli genetik ve ¢evresel



faktorler, bu dongiiniin siiresini uzatabilir veya kisaltabilir (Kavakli, 2002). Bununla beraber
sirkadiyen ritimlerin aktivitesinin degistirilebilmesi i¢in periyotlarin 24 saate yakin bir siireye
ayarlanmasi1 gerekmektedir. Bu ayarlama, ritmin organizmanin biyolojik ihtiyaglariyla uyumlu
olmasmi saglar (Minors & Waterhouse, 2013). Ornegin, bazi organizmalarin biyolojik
saatlerinin dogal periyotlari, 24 saatten biraz daha kisa veya uzun olabilir, ancak zamanlayicilar
veya ¢evresel ipuglart (zeitgeber) periyot ve faz siirekliligini koruyarak, biyolojik saatin dis
cevreyle uyumlu olmasini saglar (V. K. Sharma & Chandrashekaran, 2005). Son olarak zaman
kavrami i¢in en sik kullanilan iki terim Zeitgeber Time (ZT) ve Circadian Time (CT)’dir
(Vatakis vd., 2018). ZT, 151k gibi ¢evresel ipuglarina dayalidir; 6rnegin, 12 saat 151k / 12 saat
karanlik dongiistinde 15181n ac1ldig1 an ZT0, karanligin basladigi an ise ZT12 olarak tanimlanir
(Eckel-Mahan & Sassone-Corsi, 2015). Buna karsilik CT, organizmanin yalnizca i¢sel saatine
gore tanimlanir ve sabit karanlikta 6l¢iilir. Bu durumda, aktivite baslangici genellikle CT12
kabul edilir (Kao, 2016). Her iki terim birlikte degerlendirildiginde, sirkadiyen sistemin

cevresel uyaranlara adaptasyonu ve i¢sel zamanlamasini daha iyi anlamamiza yarar.
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Sekil 2.1: Sirkadiyen ritmin parametleri: faz, periyot, genlik, ZT ve CT (Schmitt vd., 2016’dan
degistirilerek).

2.5. MEMELILERDE SiRKADIYEN SAATIN ORGANIZASYONU

Memelilerde sirkadiyen ritimlerin organizasyonu, ¢ok katmanli bir hiyerarsik yapiya sahiptir
(Honma, 2018). Bu yap1, hem hiicresel diizeyde otonom c¢alisan saat mekanizmalarini hem de
bu saatlerin organizma genelinde koordineli bir sekilde senkronize edilmesini saglayan merkezi
yapilardan olusur (Chaix vd., 2016). Sirkadiyen saat sistemi, sadece tek bir merkezi saatten

ibaret olmayip, her hiicrede bagimsiz olarak calisan saat genlerinin bir ag1 seklinde



diizenlenmistir (Honma, 2018). Bu ag, hem yukaridan asagiya (top-down) hem de asagidan
yukariya (bottom-up) sinyallerle organize edilir (Roenneberg & Merrow, 2016).

2.5.1. Hiicresel Diizeyde Sirkadiyen Saat

Memelilerde sirkadiyen saat sistemi, hiicrenin ¢ekirdeginde yer alan ve yaklasik 24 saatlik
ritmik gen ekspresyonu iiretebilen otonom bir molekiiler bir diizenekle karakterize edilir
(Laothamatas vd., 2023). Bu molekiiler saat, hiicre diizeyinde calisan ve cevresel ipuglar
olmadan da kendi kendine siirdiiriilebilen birincil ve ikincil olmak {izere birbirine kenetli
transkripsiyon-translasyon geri besleme dongiilerine (TTFL’lere) dayanir (Partch, 2020). Bu
dongili hem ritmin devamliliini saglar hem de ¢evresel degisimlere yanit verebilme kapasitesi

sunar (Roenneberg & Foster, 1997).

Birincil TTFL, pozitif kolda CLOCK (Circadian Locomotor Output Cycles Kaput) ve BMAL1
(Brain and Muscle ARNT-Like 1) proteinlerinden olusan heterodimerik transkripsiyon faktorii
kompleksinin olusmasi ile baglar (C. Lee vd., 2001; Tischkau, 2020). CLOCK:BMALI1
kompleksi, saatle kontrol edilen genlerin (CCG’ler) yani Period (Perl, Per2, Per3),
Kriptokrom (Cryl ve Cry2)’un ritmik transkripsiyonunu aktive etmek i¢in DNA'ya ritmik
olarak baglanir (Trott & Menet, 2018). Bu genler promotér bolgelerinde bulunan E-Box
(CACGTG) kutucugunun kontrolii altinda transkripsiyona ugrarlar ve bununla beraber BMAL1
ve CLOCK proteinleri de bazik helix-loop-helix (P HLH) ve PER-ARNT-SIM (PAS) alanlarina
sahiptir (Couchie vd., 2022; Hirayama & Sassone-Corsi, 2005; Nakahata vd., 2008). Ifade
edilen PER ve CRY proteinleri sitoplazmada birikerek kompleks olusturur, ardindan kazein
kinaz 1¢/6 (CK1¢/0) ile etkilesime girerek ¢ekirdege taginir (Keshvari vd., 2020; Z. Zhang vd.,
2020). Bu kompleks, CLOCK:BMALI aktivitesini baskilayarak dongiiniin negatif kolunu
olusturur (Yao vd., 2021). Daha sonra PER:CRY kompleksi, E3 ubikutin ligazlar1 tarafindan
ubikine edilerek proteazomal yikima ugrar ve dongii yeniden baslar (Merbitz-Zahradnik &

Wolf, 2015; Srikanta & Cermakian, 2021).

Ikincil TTFL, saat sisteminin pozitif kolunda yer alan BMALI proteininin genetik diizeyde
regiilasyonuna odaklanmaktadir (de Assis & Oster, 2021). BMALI gen ekspresyonu, iki zit
islevli ¢ekirdek reseptorii olan REV-ERBo/f (NR1D1/2) ve RORow/B/y (retinoik asit
reseptoriine benzer orphan reseptdrler) araciligiyla kontrol edilir (Kim vd., 2022). REV-ERBa
transkripsiyonu BMAL1/CLOCK heterodimeri tarafindan aktive edilir ve CRY/PER tarafindan



transreprese edilir, bu da REV-ERBa'nin sirkadiyen salinimlariyla sonuglanir. REV-ERBa,
sirayla BMALT ve CLOCK transkripsiyonunu baskilar. REV-ERBJ ifadesi de sirkadiyen bir
sekilde salmir ve BMALI transkripsiyonunu baskilayabilir. RORa, BMALI promotdriinde
paylastiklart DNA baglanma elemanlar1 olan RORE'nin baglanmasi icin REV-ERBua ile rekabet
eder ve bu da BMALL ifadesinin REVERBa tarafindan baskilanmasina ve RORa tarafindan
aktive edilmesine yol acar. Bu REV-ERBa/RORa geri bildirim dongiisii ¢ekirdek sirkadiyen
saatin pozitif ve negatif uzuvlarini birbirine baglar (Sato vd., 2004; Solt vd., 2011).

Ucgiincii TTFL, BMAL1/CLOCK kompleksinin PAR-bZip (prolin ve asidik amino asit
acisindan zengin basic leucine zipper) ailesine ait transkripsiyon faktorii olan DBP (Albumin
D-site  Binding Protein) geninin ekspresyonunu indiiklemesiyle olusur. DBP, gen
promotorlerinde bulunan D-box diizenleyici bdlgelerine baglanarak gorev yapar. Bu bolgelerde
ayni zamanda DBP'nin etkisini dengeleyen bir baskilayict olan NFIL3 (Nuclear Factor,
Interleukin-3 Regulated; E4BP4 olarak da bilinir) ile etkilesim ig¢indedir. NFIL3'{in
ekspresyonu ise REV-ERB/ROR dongiisii tarafindan diizenlenmektedir. D-box elementleri,
basta PER genleri olmak iizere bir¢ok saat geni promotor bolgesinde yer almaktadir (de Assis

& Oster, 2021).

Sonug olarak, bu ii¢ i¢ ice gegmis TTFL yapis1 sayesinde, sirkadiyen ritimler yalnizca temel
saat genlerinin ekspresyonuyla degil, ayn1 zamanda farkli fazlarda ifade edilen diizenleyici

proteinler araciligryla cok katmanli ve dinamik bir sekilde kontrol altinda tutulur.

2.5.2. Merkezi Saat: Suprakiazmatik Niikleus (SCN)

Memelilerde sirkadiyen ritmin ana zamanlayicisi olarak gorev yapan suprakiazmatik niikleus
(SCN), hipotalamusta, optik kiyazmanin hemen iizerinde yer alan bir pacemaker olarak gérev
alir (Hastings vd., 2019). SCN, viicuttaki tiim periferik saatlerin senkronizasyonunu saglayan
merkezi bir osilatordiir ve dis ¢evreden gelen 151k sinyallerini entegre ederek organizmanin

biyolojik ritmini ¢evresel giin-doniim dongiistine uygun hale getirir (Husse vd., 2015).

SCN'nin zamanlayici gorevi, buradaki noronlarin 6zellesmis bir hiicre-otonom sirkadiyen saat
mekanizmasina sahip olmalarindan kaynaklanir (Herzog vd., 2017). Bu hiicrelerde, temel saat

genleri olan Clock, Bmall, Per (Perl, Per2), Cry (Cryl, Cry2), Rev-erba/f} ve Rorao/p/y gibi



genler etkilesimli geri besleme dongiileri (transkripsiyon-translasyon geri besleme dongiileri;
TTFL’ler) araciligiyla 24 saatlik dongiiler olusturur. Bu genlerin ekspresyonu ve protein
diizeylerindeki ritmik degisimler, hiicre diizeyinde osilasyonlar1 meydana getirir (Baser vd.,

2025; Galinde vd., 2023)

SCN, 151k gibi gevresel ipuglarini retinadan aldigi fotik sinyaller aracilifiyla algilar. Bu
sinyaller, retinohipotalamik yol izerinden SCN’ye iletilir (Ono vd., 2024). SCN’deki noronlar,
bu bilgiyi kendi i¢ ritimleriyle entegre ederek hem kendi senkronizasyonlarini saglar hem de
bu zaman bilgisini hormonal ve sinirsel yollarla periferik saatlere iletir. Boylece karaciger, kalp,
bobrek gibi periferik organlardaki sirkadiyen ritimler de merkezi saatle uyumlu hale gelir

(Fagiani vd., 2022; Ramkisoensing & Meijer, 2015; Starnes & Jones, 2023).

SCN'nin hasar gormesi ya da saat genlerinde meydana gelen mutasyonlar, uyku-uyaniklik
dongiisii basta olmak tizere bir¢ok davranissal ve fizyolojik ritmin bozulmasina neden olabilir
(Crislip vd., 2021). Bu tiir bozukluklar, nérolojik diizensizlikler, enerji metabolizmasinda
aksakliklar ve bagisiklik sisteminde dengesizlikler gibi g¢esitli saglik sorunlariyla
iligkilendirilmistir (Welsh vd., 2010). Dolayisiyla SCN, yalnizca zamanlama sisteminin
merkezi degil, ayn1 zamanda ¢evresel ipuclarina duyarli dinamik bir yap1 olarak organizmanin
icsel dengeyi (homeostaz) korumasinda kritik bir rol iistlenmektedir (NAKAGAWA &
OKUMURA, 2010).
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Sekil 2.2: Ug temel geri bildirim déngiisiinden olusan sirkadiyen saatin molekiiler yapis1 (Salazar & von
Hagen, 2023’ten degistirilerek).

Harici 24 saatlik aydinlik-karanlk dongiisii Endojen Sirkadiyen Ritim
SCN
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Sekil 2.3: Beyindeki icsel sirkadiyen salmimlar (SCN) ve dis zeitgeberler (ipuglari) (Buttgereit vd.,
2015’ten degistirilerek).

2.6. SIRKADIYEN SAATIN DUZENLENMESINDE POST-TRANSLASYONEL
MODIFIKASYONLAR

Sirkadiyen saat mekanizmasi, yalnizca transkripsiyonel ve translasyonel geri besleme dongiileri
ile siirh degildir; bu dongiilerin isleyisi, saat proteinlerine uygulanan post-translasyonel
modifikasyonlar (PTM’ler) araciligiyla da diizenlenmektedir (Anna & Kannan, 2021). Bu
modifikasyonlar, saat proteinlerinin stabilitesi, niikleer translokasyonu, hiicresel lokalizasyonu

ve yikim siireci tizerinde etkili oldugu bilinmektedir (Gallego & Virshup, 2007; Su vd., 2022).

En iyi bilinen post-translasyonel modifikasyonlardan biri olan fosforilasyon, 6zellikle PER ve
CRY proteinlerinin fonksiyonel diizenlenmesinde Onemlidir. Kazein kinaz 138/ (CK16/¢)
tarafindan gerceklestirilen fosforilasyon, PER proteinlerinin hem niikleer girisini hem de
proteasomal yikima yonlendirilmesini saglar (Eng vd., 2017). Fosforilasyon sonrasinda, PER

proteinleri ubikitinasyon yoluyla E3 ubikitin ligazlar (6rnegin, B-TrCP) tarafindan hedeflenerek
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yikima gonderilir (Shirogane vd., 2005). Bu, PER/CRY komplekslerinin zamaninda

degredasyona ugramasini ve dongiiniin yeniden baslamasin1 miimkiin kilmaktadir.

Bunun yaninda, asetilasyon ve O-GlcNAcylation gibi diger modifikasyonlar da saat
proteinlerinin islevini diizenlemede rol oynamaktadir (E. Y. Kim vd., 2012). Ornek olarak;
CLOCK proteininin histon asetiltransferaz (HAT) aktivitesi, hedeflenen saat genlerinin
promotor bolgelerinde kromatin yapisini gevseterek transkripsiyonel aktiviteyi artirmaktadir
(Doi vd., 2006). Buna ek olarak, BMALI proteini de g¢esitli post-translasyonel
modifikasyonlara ugramaktadir. Ozellikle SUMOilasyon ve asetilasyon gibi modifikasyonlar,
BMAL1’in transkripsiyonel aktivitesini ve niikleer lokalizasyonunu etkilemektedir. BMALI1’in
asetilasyonu, CLOCK 1ile olan etkilesimini ve DNA’ya baglanma yetisini artirarak saat

genlerinin ifadesini optimize etmektedir (J. Lee vd., 2008; Y. Lee vd., 2015).

Son olarak CRY proteinlerinin de stabilitesi ise dzellikle F-box proteinleri olan FBXL3 ve
FBXL21 araciligiyla diizenlenmektedir (Hirano vd., 2013; Siepka vd., 2007). FBXL3, CRY1
ve CRY?2 proteinlerini tantyarak ubiquitin ligaz kompleksi iizerinden igaretler ve proteazomal
yikimini saglar (Abdalla vd., 2022). Ote yandan, FBXL21 ise CRY proteinlerine baglanarak
onlarm yikimmi geciktirir ve ¢ekirdekten sitoplazmaya taginmasini diizenler (Liu & Zhang,

2016).

Tiim bu post-translasyonel modifikasyonlar arasinda dinamik ve zamana duyarl bir etkilesim
s0z konusudur. Bu sayede, saat proteinlerinin hiicre igindeki miktari, lokalizasyonu ve
etkilesimleri, cevresel ipuglar1 zeitgeberlere gore (O6rnegin 151k, sicaklik) uyum saglayacak

sekilde ayarlanabilmektedir.
2.7. CEKIRDEK SAAT PROTEINLERININ YAPISI

Sirkadiyen saat, ritmik gen ekspresyonunu diizenleyen ve birbirleriyle etkilesen ¢ekirdek saat
proteinlerinden olusur (Lowrey & Takahashi, 2011). CLOCK ve BMALI1, bHLH-PAS (basic
helix-loop-helix-PER-ARNT-SIM) ailesine mensup transkripsiyon faktorleridir (N. Huang vd.,
2012a). Her iki protein de N-terminal bolgelerinde yer alan bHLH domainleri sayesinde
DNA’ya baglanabilirken, PAS-A ve PAS-B bdlgeleri protein-protein etkilesimleri ic¢in
gereklidir (D. Sharma & Partch, 2024; Xue vd., 2016). Bu etkilesimler sonucunda CLOCK ve
BMALTI bir heterodimer olusturur ve bu kompleks, E-box (CACGTG) dizilerine baglanarak
hedef genlerin transkripsiyonunu baglatir (Lowrey & Takahashi, 2011).
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PER proteinleri (PER1, PER2, PER3)’nin N-terminal bdlgelerinde, serin acisindan zengin
alanlar bulunur ve bu bolgeler Casein Kinase 1 d/e (CK16/e) tarafindan fosforilasyona
ugrayarak PER proteinlerinin stabilitesi, yar1 émrii ve niikleer translokasyonu iizerinde
belirleyici rol oynar (Hirayama & Sassone-Corsi, 2009; Xing vd., 2017). Merkezi bolgelerinde
yer alan PAS (PER-ARNT-SIM) domainleri, PER proteinlerinin hem kendi aralarinda
homodimerizasyonuna hem de Cryptochrome (CRY) proteinleri ile etkileserek PER:CRY
heterodimerleri olusturmasina olanak tanir (Mihut vd., 2025; Xing vd., 2017). Bu
heterodimerler daha sonra ¢ekirdege tasinarak CLOCK:BMALT1 kompleksinin transkripsiyonel
aktivitesini baskilar (Postolache & Raheja, 2016).

CRY proteinleri ise fotoliyaz homolog bdlgesi (PHR) ve degisken C-terminal kuyruktan olusur
(Parico & Partch, 2020). CRY proteinleri, PER proteinleriyle heterodimer olusturarak
sirkadiyen saat dongiisiiniin negatif kolunu diizenlerler. Bu etkilesim, PER'in C-terminali ile
CRY'nin coiled-coil heliksi arasinda gerceklesir ve ¢inko iyonu araciligiyla stabilize edilir
(Ozber vd., 2010; Schmalen vd., 2014). Buna ek olarak CRY proteinlerinin C-terminal
kuyrugu, sekonder cebi ve FAD baglanma cebi sirasiyla BMALI, CLOCK ve FBXL3/21 ile
olan etkilesimleri agisindan 6nemlidir (Gul vd., 2021; Miller vd., 2021; Rosensweig vd., 2018).

N N
CLOCK:BMAL1 BMAL1
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Sekil 2.4: CLOCK:BMALI1 heterodimer yapisi, bHLH, PAS-A ve PAS-B bdlgelerini igermektedir.
Baglayici (linker) bolgeler kirmiz1 veya turuncu renkte gosterilmistir- (N. Huang vd., 2012).

2.8. SIRKADIYEN SAAT VE HASTALIK ILE ILiSKiSi

Sirkadiyen saat, CLOCK, BMALI, PER, CRY, REV-ERB ve ROR gibi ¢ekirdek saat genleri
tarafindan diizenlenen geri besleme dongiileri ile calisir. Bu genlerde meydana gelen
mutasyonlar ya da islev bozukluklari, biyolojik ritimlerin bozulmasina yol agarak cesitli
hastaliklarin gelisiminde rol oynar (M. Ding vd., 2024). ik olarak PER2 geninde meydana
gelen S662G (Ser662Gly) mutasyonu, “Familial Advanced Sleep Phase Syndrome” (FASPS)
olarak bilinen, bireylerin normalden ¢ok daha erken uyuyup erken uyanmasina neden olan
sirkadiyen uyku bozuklugu ile iligkilendirilmistir (Gu vd., 2012; Toh vd., 2001). Benzer
sekilde, CK16 geninde bulunan T44A mutasyonu da PER2 fosforilasyonunu bozarak FASPS
fenotipine katki saglamaktadir (Xu vd., 2005).

Diger taraftan, CRY1 geninde gdzlenen ve CRY1Al1 varyanti olan ¢.1657+3A>C splicing
mutasyonu, “Familial Delayed Sleep-Wake Phase Disorder” (DSWPD) olarak bilinen ve
bireylerin uykuya gec¢ baslama egilimi gosterdigi bir durumla iligkilendirilmistir (Patke vd.,
2017; Smieszek vd., 2021). Bunlara ek olarak, Alzheimer gibi nérodejeneratif hastaliklarda
uyku diizeninin bozuldugu, Parkinson hastalarinda ise hastaligin erken evrelerinde uyku
aliskanliklarinda degisikliklerin ortaya ¢iktigr goriilmektedir. Bu degisiklikler, sirkadiyen
ritmin genliginin azalmas1 ve faz kaymalar ile iligkilidir (Shen vd., 2023; Videnovic &

Golombek, 2013).

Onkoloji alaninda ise saat gen mutasyonlarinin tiimor mikrogevresinde hiicre dongiisii, apoptoz
ve DNA hasar onarim gibi siirecleri etkiledigi bilinmektedir (Battaglin vd., 2021). Ornegin,
PERI1 ve PER2 genlerinin ekspresyonunun baskilanmasi, ¢esitli solid tiimdrlerde (6zellikle
meme kanserinde) hiicresel proliferasyonu artirarak timor ilerleyisine katki saglamaktadir

(Yang vd., 2009).

Metabolik hastaliklarla iligkili olarak, BMALI geni knockout edilen hayvan modellerinde
glukoz tolerans bozuklugu, insiilin direnci ve obezite gelistigi gosterilmistir (Jouffe vd., 2022).
BMALI1 geninin insanlarda promotor bolgesindeki polimorfizmlerin de tip 2 diyabet ve
metabolik sendromla iligkili oldugu bildirilmistir (Y.-D. Yang vd., 2023). Ayrica, CLOCK
geninde bulunan 3111T/C polimorfizmi, depresyon, bipolar bozukluk ve uykusuzluk gibi
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noropsikiyatrik hastaliklarla iliskilendirilmistir (Ozburn vd., 2016; Waddington Lamont vd.,
2007). Sonug¢ olarak, sirkadiyen saat genlerinde meydana gelen mutasyonlar veya
polimorfizmler, sadece uyku-uyaniklik ritimlerini degil; metabolik, norolojik, psikiyatrik ve

onkolojik hastaliklar1 da dogrudan etkileyen temel molekiiler mekanizmalar1 bozmaktadir.

2.9. SIRKADIYEN SAATI MODULE ETME POTANSIYELINE SAHIP KUCUK
MOLEKULLER

Sirkadiyen saatin insan yagamindaki temel islevi ve modern yagsam tarzinin bu dongiisel sistemi
bozma riski, bilim insanlarmni sirkadiyen sistemin farmakolojik olarak diizenlenmesine yonelik
coziimler gelistirmeye yonlendirmistir. Bu baglamda, saat proteinlerini hedef alan kiigiik
molekiiller, ritmik biyolojik siire¢lerdeki aksakliklar1 diizeltme potansiyeli tasimaktadir.
Genetik miidahalelere kiyasla, kiiciik molekiiller zamanlamasi kontrol edilebilir, dozu
ayarlanabilir ve geri donuislii etkiler sunar. Bu 6zellikleri sayesinde molekiiler diizeyde kritik
miidahalelere olanak saglarlar (Jiao vd., 2024; Y. Lee vd., 2021). Sirkadiyen ritmi modiile eden
kii¢iik molekiillerin belirlenmesinde iki ana yaklasim 6ne ¢ikmaktadir. ilk yontem, genis capli
kimyasal kiitiiphanelerin liisiferaz raporlayici gen tasiyan hiicre sistemleri kullanilarak
taranmasidir. Bu hiicreler genellikle PER2::LUC veya Bmall-dLuc gibi sirkadiyen ritme
duyarh raporlayicilarla donatilmistir (Hirota & Kay, 2015). Senkronizasyon iglemi sonrasi
(forskolin ya da deksametazon ile), hiicreler ¢esitli kiiciik molekiillerle isleme tabi tutulur ve
biyoliiminesans sinyalleri birka¢ giin boyunca izlenir (Wallach & Kramer, 2015). Ritimde faz,
genlik veya periyot degisikliklerine yol agan bilesikler, potansiyel aday olarak seg¢ilir (Doruk
vd., 2020). Bu tarama yontemleriyle ¢ok sayida bilesik tanimlanmis ve bunlardan biri de KL0O1
adli1 CRY proteinlerini stabilize eden molekiildiir (Hirota vd., 2012).

Ikinci yontem ise, yapi-temelli ila¢ tasarim yaklasimlarma dayanmaktadir. Sirkadiyen saat
proteinlerinin kristal yapilarinin belirlenmesi sayesinde, bu proteinlerle bag kurabilecek
molekiiller sanal ortamda taranmakta, ardindan laboratuvar kosullarinda fonksiyonel etkileri
dogrulanmaktadir (Gul & Kavakli, 2022). Bu yontem sayesinde, CLOCK proteinine
baglanabilen CLKS8 gibi molekiiller kesfedilmistir (Doruk vd., 2020).

Bazi kiiciik molekiiller ise, daha dnce bilinen biyolojik etkileri sayesinde sirkadiyen sistemi
etkileme kapasiteleri agisindan sonradan degerlendirilmistir. Ornegin, bir CK 1 inhibitdrii olan

IC261, sirkadiyen periyodun uzamasina neden oldugu gézlemlenerek bu alanda tanimlanmigtir
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(van Ooijen vd., 2013). Ayrica, GSK-3f inhibitorleri gibi molekiillerin de saat ritmi iizerinde
etkili olduklar1 ortaya konmustur (Besing vd., 2015). Yeni bir ¢alismada ise, CRY 1 proteininin
FAD baglanma bolgesi sanal olarak taranmis ve M47 adli kiigiik bir molekiil kesfedilmistir.
M47, ubikitinasyonunu artirarak CRY 1'in yar1 6mriinii diistiriir ve bu da sirkadiyen periyodu
uzatir. M47'nin, UV taklit edici bir ajan olan oksaliplatin ile tedavi edildiginde Ras-transformed
p53-null fare fibroblast hiicre hattinda apoptozu artirdig1 gosterilmistir. Ayrica, tiimor insidansi
yasini geciktirerek p53 nakavt farelerinin yasam siiresini de artirir (Gul vd., 2022). Tiim bu
bulgular, kiiciik molekiillerin sirkadiyen biyolojiyi diizenlemede giiclii araglar oldugunu ve

potansiyel terapdtik uygulamalar icin dnemli bir kaynak olusturdugunu géstermektedir.
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. HUCRE KULTURU

Bu ¢alismada gesitli memeli hiicre hatlar1 kullanilmistir: insan embriyonik bobrek hiicre hatt:
HEK 293T, Bmall promotoru kontroliinde destabilize liisiferaz geni eksprese eden insan
osteosarkom hiicre hatt1 U20S Bmall-dLuc. Tiim hiicreler, yiiksek glukoz igeren Dulbecco’s
Modified Eagle Medium DMEM, (Gibco, Cat. No.: 11965092) i¢inde %10 1s1 ile inaktive
edilmis Fetal Bovine Serum FBS (Gibco, Cat. No.: 16000044) ve %1 Penicillin-Streptomycin
karisimi (Gibco, Cat. No.: 15140122) eklenmis D10 besiyerinde kiiltiire edilmistir. Hiicreler,
%95 nem, %5 CO: iceren 37°C sicakliktaki inkiibatorlerde muhafaza edilmigtir. Hiicre
pasajlamasi, hiicrelerin konfluens seviyesine ulasmasi ya da besiyerinin tiikenmesi
durumlarinda gerceklestirilmistir. Oncelikle eski besiyeri aspire edilerek uzaklastirilnmis ve
hiicreler 1X fosfat tamponlu salin (PBS; 137 mM NacCl, 2.7 mM KCl, 10 mM Na:HPOs, 1.8
mM KH:POs, pH 7.4) ile yikanmistir. Ardindan hiicrelerin yiizeyden ayrilmasi i¢in Trypsin-
EDTA (Multicell, Cat. No.: 325-043 EL) ¢ozeltisi eklenmis ve yaklasik 2 dakika inkiibe
edilmigtir. Hiicreler tamamen ayrildiktan sonra, tripsini inaktive etmek amaciyla en az 3 kat1
hacminde D10 besiyeri eklenmistir. Elde edilen hiicre slispansiyonu uygun oranlarda (6rnegin
1:6) yeni kiiltiir kaplarina (6rnegin 10 cm petri kaplari, NEST Biotechnology) aktariimistir.
Ayrica hiicreler periyodik olarak e-Myco plus Mycoplasma PCR Detection Kit (LiliF
Diagnostics, Kat. No.: 25237) kullanilarak mikoplazma kontaminasyonu agisindan kontrol

edildi.
3.2. SITOTOKSISITE ANALIZI (MTT TESTI)

Sitotoksisite analizlerinde insan osteosarkom hiicre hatt1 U20S Bmall-dLuc kullanilmistir.
Hiicreler, %10 fetal bovin serumu (FBS), 100 pg/mL streptomisin, 100 pg/mL penisilin ve 2
mM L-Glutamin igeren filtrelenmis Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) ortaminda,
%5 CO2 ve %95 nem kosullarinda 37°C’de kiiltiire edilmistir. Hiicreler diizenli olarak
pasajlanarak saglikli biiylime kosullar1 korunmustur. Deneysel uygulamalarda, her bir
kuyucuga 4000 hiicre gelecek sekilde seffaf 96 kuyucuklu kiiltiir plakalarina ti¢lii tekrarlarla
ekim yapilmistir. Hiicreler 48 saat inkiibe edildikten sonra, farkli konsantrasyonlarda test
bilesikleri iceren DMEM ortami ile muamele edilmistir (final DMSO konsantrasyonu %0.4

olacak sekilde ayarlanmistir). Ardindan hiicreler 48 saat daha inkiibe edilmistir. inkiibasyon
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stiresinin sonunda, hiicre canlilifint degerlendirmek amaciyla MTT c¢ozeltisi (neoFroxx, Cat.
No.: 298-93-1) (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir; final konsantrasyon:
1 mg/mL) DMEM ile hazirlanarak hiicrelerin {izerine eklenmistir. Hiicreler 4 saat MTT
¢ozeltisi ile inkiibe edildikten sonra, olusan mor formazan kristallerinin ¢oziinmesi i¢in ortam,
DMSO:EtOH (1:1) karisimi ile degistirilmistir. Elde edilen renk yogunlugu, mikroplaka
okuyucusu (Synergy HI, BioTek Instruments) kullanilarak 600/690 nm dalga boylarinda
Ol¢lilmiistiir. Hiicre canlilig1, absorbans degerlerine gore hesaplanmistir. Negatif kontrol grubu
olarak, %5 DMSO ile muamele edilen hiicreler kullanilmistir. Her molekiil veya DMSO i¢in
her deneyde en az ii¢ tekrar yapildi ve her deney ii¢ kez gergeklestirildi.
(A600 nm — A690 nm) ilag

Hiicre Canliligi (%): (A600 nm — A690 nm) DMSO x 100

3.3. PROTEIN YIKIM (DEGRADASYON) ANALIZI

Protein degradasyonu analizi, gecici olarak transfekte edilmis HEK 293T hiicrelerinde
gerceklestirilmistir. Her bir kuyucuga 4x10* hiicre gelecek sekilde, opak 96 kuyucuklu plaklara
ticlii tekrarlar halinde hiicre ekimi yapilmistir. Deneylerde ters transfeksiyon (reverse
transfection) yontemi kullanilmistir. Hiicreler, deneyin tasarimina bagli olarak pcDNA4-Luc (4
ng) veya pcDNA4-Bmall:Luc (50 ng) plazmitleri ile, pPCMV-Sport6-CLOCK plazmidi (250
ng) varliginda veya yoklugunda, PEI (final konsantrasyon: 6 ng/ulL) araciligryla transfekte
edilmistir. Her kosulda toplam plazmit miktar1 300 ng ile simirlandirilmistir. Eger transfekte
edilen plazmit miktar1 300 ng’nin altinda kaliyorsa, eksik miktar bog pCMV-Sport6 plazmiti
ile tamamlanmigtir. Ters transfeksiyonun ardindan hiicrelere uygun dozlarda E9 molekiilii
uygulanmis ve hiicreler 37°C’de, %5 COs- igeren inkiibatérde inkiibe edilmistir. Ertesi giin,
hiicre ortamma HEPES-NaOH tamponu (final konsantrasyon: 10 mM, pH 7.2) ve liisiferin
(final konsantrasyon: 0.4 mM) (Promega, Kat. No.: E160C) eklenerek, hiicreler 1 saat daha
37°C’de inkiibe edilmistir. Daha sonra, protein sentezini durdurmak amaciyla hiicreler
siklohekzimitin (CHX) (final konsantrasyon: 20 pg/mL) (Sigma, Kat. No.: 66819) ile muamele
edilmigtir. Plaka, optik olarak seffaf bir film olan PCR sizdirmazlik filmi (NEST, Kat. No.:
410001) ile kapatilmig ve Synergy H1 Mikroplaka Okuyucusuna (Bio-Tek Instruments)
yerlestirilmistir. Hiicrelerden gelen liiminesans sinyalleri, 32°C'de 24 saat boyunca her 15

dakikada bir kaydedilmistir. Protein yar1 6mrii hesaplamalarinda tek evreli (one-phase) iistel
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bozunma (exponential decay) fonksiyonu kullanilmistir. Her molekiil veya DMSO igin her

deneyde en az ii¢ tekrar yapildi ve her deney ti¢ kez gerceklestirildi.
3.4. SIRKADIYEN SALINIMLARIN GERCEK ZAMANLI TAKIBI

Sirkadiyen ritim salinimlarinin gergek zamanli takibi icin U20S Bmall-dLuc hiicre hatt
kullanilmigtir. Liiminesans sinyallerinin kaydedilmesi amaciyla LumiCycle 32 cihaz
(Actimetrics, ABD) kullanilmistir. Hiicreler, 35 mm capindaki hiicre kiiltiirti kaplarina, her biri
4.5 x 10° hiicre icerecek sekilde ekilmis ve bir gece boyunca 37°C’de, %5 CO: igeren
inkiibatorde inkiibe edilmistir. Ertesi giin, hiicrelerin senkronizasyonu amaciyla, hiicre ortami
0.1 uM Deksametazon (Sigma, Cat. No.: D8893) iceren DMEM ile degistirilmistir. Hiicreler
bu ortamda 2 saat inkiibe edildikten sonra, bu karigim atilmis ve yerine kayit i¢in hazirlanmis
karigim ortami igeren E9 karigimi eklenmistir. Bu ortam; 10 g diisiik glukozlu DMEM tozu
(Sigma, Cat. No.: D2902), 3.5 mg/mL D(+) glukoz (Sigma, Cat. No.: G7021), 0.35 mg/mL
sodyum bikarbonat (Sigma, Cat. No.: S5761), 10 mM HEPES (Multicell, Cat. No.: 330-050-
EL), %5 FBS (Gibco 16000044), %1 NEAA (Multicell 321-011-EL), 25 U/mL streptomisin-
penisilin (Gibco 15140-122) ve 0.1 mM luciferin icerecek sekilde hazirlanmistir. Hazirlanan
hiicre kiiltiir kaplar1 buharlagsmay1 6nlemek amaciyla silikon gres (Winkel, Cat. No.: W150212-
1) ile kapatilmis ve hemen ardindan LumiCycle cihazina yerlestirilmistir. Cihaz, her bir kaptan
gelen lliminesans sinyallerini 10 dakikalik araliklarla, 37°C’de 5—7 giin boyunca siirekli olarak
kaydetmistir. Elde edilen veriler, sirkadiyen ritimdeki degisimlerin degerlendirilmesi amaciyla

LumiCycle Analysis yazilimi (Actimetrics) kullanilarak analiz edilmistir.
3.5. SDS-PAGE VE WESTERN BLOT ANALIZI

Bu ¢alismada protein izolasyonu ve analizleri icin U20S hiicre hatt1 kullamilmistir. Oncelikle
hiicrelerin tizerindeki kiiltiir ortam1 (D10) uzaklastirilmis ve hiicreler 1X PBS ile yikanmaistir.
Ardindan hiicreler {izerine Trypsin-EDTA eklenerek hiicrelerin yiizeyden ayrilmasi saglanmus;
bu islem yaklasik 1-2 dakika siirmiistiir. Tripsin aktivitesi, ortam iizerine D10 eklenerek
durdurulmustur. Hiicre siispansiyonu mikro santrifiij tiiplerine toplanmis ve 4°C’de, 3500 g
kuvvetinde 5 dakika santrifiij edilmistir. Elde edilen siipernatan atilmis, hiicre pelletleri soguk
1X PBS ile yikandiktan sonra ayni kosullarda yeniden santrifiij edilmistir. Son olarak
slipernatan tekrar uzaklastirilmisg, hiicre pelletleri -20°C’de protein izolasyonu yapilana kadar

saklanmustir.
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U20S hiicrelerinden elde edilen pelletler buz tizerinde ¢oziindiiriilmiis ve RIPA tamponu (50
mM Tris-HCI1 pH 7.4, 150 mM NaCl, %1 Triton X-100, %0.1 SDS, taze eklenmis %1 proteaz
inhibitor kokteyli (PIC) (Thermo Scientific, Cat. No.: 78429)ile lizize edilmistir. Tiipler 15
dakika buzda bekletildikten sonra vortexlenmis ve tekrar 15 dakika buzda tutulmustur.
Sonrasinda 15.000 g’de, 4°C’de, 15 dakika santrifiij edilerek slipernatan kismindaki ¢ziinmiis

proteinler yeni tiiplere alinmistir. Cokelti kismi atilmastir.

Protein konsantrasyonlari, Pierce 660 nm Protein Tayin Reaktifi (Thermo Scientific, Cat. No.:
22660) kullanilarak belirlenmistir. Orneklerden 1 pL alinarak 9 pL saf su ile seyreltilmis, 96
kuyucuklu seffaf plakalara teknik ikili tekrarlarla yiiklenmistir. RIPA tamponu da bos (blank)
kontrol olarak kullanilmistir. Her kuyucuga 150 pL reaktif eklenmis ve Synergy H1 Mikroplaka
Okuyucu (Bio-Tek Instruments) ile 660 nm dalga boyunda absorbans Sl¢iilmiistiir. Protein
miktarlari, BSA standart egrisi kullanilarak hesaplanmistir. Elde edilen 6rneklere 1X Laemmli
yiikleme tamponu (250 mM Tris-HCI1 pH 6.8, %40 gliserol, %4 SDS, %0.005 bromofenol
mavisi, %10 p-merkaptoetanol) eklenmis, 95°C'de 10 dakika kaynatilmis ve -20°C’de

saklanmustir.

U20S hiicrelerinden izole edilen proteinler, hedef proteinlerin molekiiler agirliklarina goére
ayristirmak ve kantitatif analiz yapmak amaciyla SDS-PAGE yontemi ile elektroforeze tabi
tutulmustur. Orneklerden 10-15 pg protein, %8-12 yogunlukta poliakrilamid jel icerisine
yliklenmistir. Jeller 6nce 90V’de 30 dakika, ardindan 110V de 60 dakika ¢alistirilmistir.

Western Blot islemi kapsaminda, proteinler metanol ile aktive edilmis PVDF membranlara
(Merck Millipore, 0.45 um pore size Hyrophobic Transfer Membrane, Cat. No.: IPVH00010),
transfer edilmistir. Transfer islemi 95V de 90 dakika siirmiistiir. Membranlar, %5 siit ¢ozeltisi
(TBS-T i¢inde ¢Ozlinmiis yagsiz siit tozu) ile 1 saat bloklanmistir. Bloklama sonrasi
membranlar, birincil antikorlarla oda sicakliginda 2 saat ya da 4°C’de 16—19 saat inkiibe
edilmistir. Ardindan membranlar TBS-T ile {i¢c kez 5’er dakika yikanmis, ikincil antikorlarla 1
saat oda sicakliginda inkiibasyona alinmistir. Son olarak tekrar ayni sekilde yikanarak kendin
yap ECL ¢ozeltisi ile goriintiilenmis ve ChemiDoc Goriintiilleme Sistemi (Bio-Rad) kullanilarak
bantlar kaydedilmistir.

Deneylerde kullanilan birincil antikorlar: anti-PER2 (Proteintech, Kat. No.: 67513-1-1g), anti-
CLOCK (Bethyl, Kat. No.: A302-618A), anti-BMALI (Santa Cruz Biotechnology, Kat. No.:
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sc-365645), anti-CRY1 (Bethyl, Kat. No.: A302-614A), anti-B-ACTIN (Cell Signaling, Kat.
No.: 3700S), anti-TUBULIN (Proteintech, Kat. No.: 11224-1-AP), anti-HISTONE H3
(Proteintech, Kat. No.: 17168-1-AP), anti-FLAG (Cell Signaling, Kat. No.: 8146S), anti-MYC
(Cell Signaling, Kat. No.: 2276S).

Deneylerde kullanilan ikincil antikorlar: anti-Mouse I1gG, HRP baglantili (Cell Signaling, Kat.
No.: 7076S), anti-Rabbit IgG, HRP baglantil1 (Cell Signaling, Kat. No.: 7074S).

3.6. TOTAL RNA iZOLASYONU VE RT-QPCR ANALIZi

E9 kiiclik molekiiliiniin ¢ekirdek saat genleri lizerindeki etkisini incelemek amaciyla RT-qPCR
yontemi kullanilmistir. Bu analiz i¢in, senkronize edilmemis U20S Bmall-dLuc hiicrelerinden
toplam RNA, TRIzol reaktifi (Invitrogen, Kat. No. 15-596-018) kullanilarak izole edilmistir.
Hiicreler 1 mL TRIzol ile siispanse edildikten sonra her 6rnege 200 pL. kloroform eklenmis ve
karigimlar oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edilmistir. Sonrasinda o6rnekler 4°C'de 14.000
xg’de 20 dakika santrifiij edilmistir. Olusan sulu faz dikkatlice yeni bir tiipe alinarak her 6rnek
icin 1:1 oraninda izopropanol ve 12 pg glikojen ile karistirilmistir. Bu karisimlar -80°C’de 1,5
saat boyunca inkiibe edilmistir. Takiben 6rnekler 4°C’de 14.000 xg’de 20 dakika daha santrifiij
edilerek tiipiin dibinde olusan pelletler I mL %75 etanol ile ii¢ kez yikanmistir. Her yikama
sonrast 5 dakika 14.000 xg’de santrifiij islemi uygulanmis ve siipernatanlar uzaklagtirilmistir.
Son yikama sonrasinda pelletler oda sicakliginda hava ile kurutulmus, ardindan 30 pL niikleaz
icermeyen su ile ¢oziilmiistiir. RN A 6rneklerinin konsantrasyon ve saflik 6l¢timleri, NanoDrop
2000 spektrofotometresi (Thermo Scientific) ile gergeklestirilmigtir. RNA biitlinliigiinii
degerlendirmek amaciyla, 6rnekler %0.8 oraninda hazirlanmis agaroz jel lizerine yiiklenmis ve
100V gerilimde 15 dakika siireyle jel elektroforezi uygulanmigtir. Jel hazirliginda Tris-asetat-
EDTA (TAE) tamponu, Dietilpirokarbonat (DEPC) ile muamele edilmis su ile hazirlanmistir.
Deney siirecinde olast kontaminasyonunu onlemek amaciyla tiim ekipmanlar RNaseZAP
(Sigma R2020) ile dezenfekte edilmistir. Izole edilen RNA'lar cDNA sentezi i¢in hemen

kullanilmis, kullanilmayan kisimlar -80°C'de saklanmustir.

RNA izolasyonunun ardindan, toplam RNA’larin ¢cDNA sentezi i¢in Thermo Scientific
RevertAid First Strand cDNA Sentez Kiti (Thermo Scientific, Cat. No.: K1622) kullanilarak
gerceklestirildi. Her bir reaksiyon icin 500 ng toplam RNA, 1 pl Oligo(dT) 20 (Genaxxon

Bioscience, Cat. No.: M3039.0150) primer ve niikleaz icermeyen su ile toplam hacim 12 pl’ye
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tamamlanarak hazirlanan karigim, kisa santrifiij isleminden sonra 65 °C’de 5 dakika inkiibe
edildi ve ardindan 4 °C’de bekletildi. Bu sirada, 4 pl 5X reaksiyon tamponu, 1 pl Ribolock
RNaz inhibitérti, 2 pl ANTP karisgimi (10 mM) ve 1 pl RevertAid M-MuLV Reverse
Transcriptase igeren ana karisim hazirlandi. Ik adim sonrasi 8 pl ana karisim her bir tiipe
eklenerek toplam reaksiyon hacmi 20 pl’ye ulastirildi. Reaksiyon, 42 °C’de 1 saatlik
inkiibasyon ve 70 °C’de 5 dakika ile sonlandirildi. Elde edilen cDNA’lar, niikleaz icermeyen

su ile 1:5 oraninda seyreltilerek -20 °C’de saklandi.

Gergek zamanli PCR (qPCR) analizleri i¢in her 6rnek 6zelinde; 10 uL 2X SensiFAST SYBR®
No-ROX Mix (Bioline, Cat. No.: CSA-01133), 1 uL ileri ve geri primer karigimi (her bir
primerin son konsantrasyonu 0.5 uM), 6 uL niikleaz igermeyen su ve 3 pl. 1:40 oraninda
seyreltilmis cDNA igeren bir reaksiyon karigimi hazirlanmigtir. Kullanilan tiim primer dizileri
Tablo 3.1°de ayrintili olarak verilmistir. RPLPO geni, normalize edici referans gen olarak
sec¢ilmigtir. Hazirlanan reaksiyon karisimlar1 Bio-Rad CFX Connect Ger¢ek Zamanli PCR
sistemi ile asagidaki protokole gore yiiriitilmiistiir: Baslangigta 95°C’de 7 dakikalik
denatiirasyon adiminin ardindan, 40 dongli boyunca sirasiyla 95 °C’de 8 saniye denatiirasyon,
60 °C’de 10 saniye primer baglanmasi ve 72 °C’de 20 saniye uzama asamalar1 uygulanmistir.
Her dongii sonunda floresans sinyalleri kaydedilmistir. Amplifikasyonun tamamlanmasinin
ardindan, ornekler sirastyla 95 °C’de 8 saniye, 70 °C’de 5 saniye ve 90 °C’de 5 saniye inkiibe
edilmistir. Son floresan sinyal kaydi 70 °C’de 5 saniyelik inkiibasyonun ardindan alinmistir.
Gen ekspresyon seviyelerinin karsilastirmali analizi, delta-delta Ct (2*-AACt) yontemi ile

gergeklestirilmistir.
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Tablo 3.1: RT-gqPCR analizi i¢in kullanilan ileri (forward) ve ters (reverse) primer dizileri.
Gen Adi Ileri Primer Dizisi Ters Primer Dizisi
(5’ten 3’ yoniine dogru) (5’ten 3’ yoniine dogru)
hsRPLPO TGTGGGAGCAGACAATGTGG CATTCCCCCGGATATGAGGC

hsCLOCK GGCACCACCCATAATAGGGTA TGTTGCCCCTTAGTCAGGAAC

hsBMALI GCCCATTGAACATCACGAGTAC CCTGAGCCTGGCCTGATAGTAG

hsPER?2 AGTTGGCCTGCAAGAACCAG ACTCGCATTTCCTCTTCAGGG

hsCRY1 ACAGGTGGCGATTTTTGCTTC TCCAAAGGGCTCAGAATCATACT

hsDBP GAGGAACTTAAGCCCCAGCC CTCGTTGTTCTTGTACCGCC

3.7. HUCRE iCi FRAKSIYONLAMA VE WESTERN BLOT ANALIZi

E9 molekiiliiniin ¢ekirdek saat proteinlerinin hiicre i¢i lokalizasyonu iizerindeki etkilerini
incelemek amactyla sitoplazmik ve niikleer fraksiyonlama islemleri gergeklestirilmistir. U20S
Bmall-dLuc hiicreleri, her bir 6 kuyucuklu plaka kuyucuguna 4x10° hiicre olacak sekilde
ekilmistir. Ertesi giin, hiicrelere %0.4 oraninda DMSO (kontrol) ve 20 uM E9 iceren karigim
uygulanmustir. Kiigiik molekiil maruziyetinden 24 saat sonra hiicreler toplanarak fraksiyonlama

islemi yapilmustir.

Hiicreler buz soguklugundaki 1 mL 1X PBS ile toplanarak 5000xg’de 7 dakika, 4°C’de santrifiij
edilmigstir. Stipernatan atildiktan sonra pelletler, 200 pL Sitoplazmik Lizis Tamponu (Cytosolic
Lysis Buffer, CLB) (10 mM HEPES pH 7.9, 10 mM KCI, 0.1 mM EDTA pH 8.0, %0.05 NP-
40, 1X proteaz inhibitdr karisimi - PIC) ile yeniden siispanse edilerek buz iizerinde 10 dakika
inkiibe edilmistir. Ardindan &rnekler 660xg’de 5 dakika (4°C) santrifiij edilmistir. Ust faz
(slipernatan) sitoplazmik fraksiyon olarak yeni tiiplere alinirken, kalan pelletler 200 uL. CLB

ile li¢ kez yikanmustir. Her yikama adiminin ardindan ayn1 santrifiij kosullar1 uygulanmistir.

Yikama sonrasi kalan pelletler, 100 uLL Niikleer Lizis Tamponu (Nuclear Lysis Buffer, NLB)
(20 mM HEPES pH 7.9, 0.4 M NaCl, 1 mM EDTA, %10 Gliserol, 1X PIC) ile siispanse
edilmistir. Hiicreler, BANDELIN SONOPULS HD 2070 sonikator cihazi kullanilarak %60

giicte, her biri 10 saniye siiren ti¢ dongii halinde iki kez sonikasyona tabi tutulmustur. Ardindan
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hem niikleer hem de sitoplazmik fraksiyonlar 15000xg’de 5 dakika siireyle santrifiij edilmistir.

Elde edilen fraksiyonlar yeni tiiplere alinarak Western blot analizine tabi tutulmustur.

Western blot i¢in her numune i¢in 15 g protein %12 SDS jele yiiklendi. Deneylerde kullanilan
birincil antikorlar: anti-PER2 (Proteintech, Kat. No.: 67513-1-1g), anti-CLOCK (Bethyl, Kat.
No.: A302-618A), anti-BMALI (Santa Cruz Biotechnology, Kat. No.: sc-365645), anti-CRY |
(Bethyl, Kat. No.: A302-614A), anti-CRY2 (Bethyl, Kat. No.: A302- 615A), anti-L1-TUBULIN
(Proteintech, Kat. No.: 11224-1-AP) sitozolik fraksiyonlar i¢in dahili kontrol olarak kullanildi
ve anti-HISTONE H3 (Proteintech, Kat. No.: 17168-1-AP) niikleer fraksiyonlar i¢in dahili
kontrol olarak kullanildi.

3.8. KO-IMMUNOPRESIPITASYON (CO-IP) ANALIZI

HEK?293T hiicreleri, her bir kuyuya 0.3 x 10¢ hiicre olacak sekilde 6 kuyulu plakalara ekilmis
ve %10 FBS ve %1 Penicillin/Streptomycin igeren DMEM besiyerinde, transfeksiyondan 24
saat Once kiiltiire almmistir. Transfeksiyonun yapilacagi giin, hiicrelerin yaklasik %70-80
konfluente ulagsmis olmasi saglanmistir. Plazmid karisimi; 500 ng FLAG etiketli Bmall -
pcDNA-4-A ve 1000 ng Clock-pCMV-Sport6 plazmidleri ile hazirlanmis ve 200 uL DMEM
icerisinde 3 pL PEI (Polietilenimin) reaktifi ile karistirilarak oda sicakliginda 20 dakika inkiibe

edilmistir. Ardindan bu karisim hiicrelerin bulundugu kiiltiir plakasina eklenmistir.

Transfeksiyon sonrasi hiicreler, yukardaki boliimlerde aciklandigi sekilde toplanmistir. Elde
edilen hiicre pelletleri, 300 pL soguk lizis tamponu (50 mM Tris-HCI pH 7.4, 150 mM NaCl,
%S5 gliserol, %1 Triton X-100, 100 uM PMSF ve 1:100 oraninda proteaz inhibitor kokteyli) ile

siispanse edilerek buz lizerinde 30 dakika bekletilmistir.

FLAG etiketli proteinlerin saflastirilmasi i¢in kullanilan affinite regineleri (Sigma, Katalog No:
A4596) once TBS ile ti¢ kez yikanmis, ardindan 0.1 M Glisin-HCI (pH 3.5) ile aktive edilmistir.
Hiicre lizatlarinin siipernatanlari, dengeye getirilmis recinelerin {izerine aktarilmis ve karisim
+4°C’de gece boyunca dikey rotasyonda inkiibe edilmistir. Ertesi giin, 6rnekler 5000 g’de 30

saniye santrifiij edilerek siipernatanlar uzaklastirilmis ve recineler TBS ile ii¢ kez yikanmustir.

Son yikama adiminin ardindan, reginede tutulan proteinler 95°C’de 7 dakika boyunca 1s1l islem
gérmiis Laemmli tamponu (250 mM Tris-HCI pH 6.8, %40 gliserol, %4 SDS, 9%0.02

bromofenol mavisi, %10 taze hazirlanmig B-merkaptoetanol) ile ¢6ziilerek izole edilmistir. Elde
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edilen protein 6rnekleri Western blot analizine tabi tutulmustur. Ik olarak membran, anti-
FLAG antikoru (Sigma, A9469) ile inkiibe edilmistir. BMALI proteinini saptamak amaciyla
HRP (Horseradish Peroxidase) ile konjuge edilmis anti-mouse sekonder antikor (Santa Cruz
Biotechnology, Katalog No: 516102) kullanilmigtir. Membran, Advansta Strip-It tamponu
(Katalog No: R03722-D50) ile siyrildiktan sonra, CLOCK proteinini tespit etmek i¢in anti-
CLOCK primer antikoru (Bethyl, A302-617A) ile yeniden inkiibe edilmis ve ardindan HRP-
konjuge anti-rabbit sekonder antikor (Cell Signaling Technology, 7074) ile gorsellestirme
yapilmistir.

3.9. ISTATIKSEL ANALIZ

Veriler ortalama + SEM (Ortalamanin Standart Hatas1) olarak ifade edilmis ve istatistiksel
anlamlilik GraphPad Prism (GraphPad Software, California, ABD) program: kullanilarak
Student’s t-testi ile tek yonlii ANOVA veya iki yonli ANOVA uygulandi1 degerlendirilmistir.
Her deneysel kurulum en az ii¢ biyolojik tekrar iceriyordu. MTT toksisite testi ve protein yikim
(degredasyon) testi her biyolojik tekrarda 4 teknik tekrar i¢eriyordu ve RT-qPCR her biyolojik
tekrarda 2 teknik tekrar igeriyordu. Istatistiksel anlamlilik diizeyleri *p< 0.05, **p< 0.01 ve
*#%p<0.001 olarak ****p < (0.0001 kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. KUCUK MOLEKULLERIN YAPI TABANLI ILAC TASARIMI
YONTEMIYLE IN SILIKO TARAMA SURECIT

Cekirdek saat proteinlerinin kristal yapilarmin belirlenmesi, CLOCK ve BMALI'in benzer
bHLH, PAS-A ve PAS-B bdlgeleri igerdigini ve bu proteinlerin {i¢ ayr1 etkilesim yiizeyi
iizerinden birbirleriyle baglandigini géstermistir. PAS bolgeleri, ¢esitli kofaktorlerle etkilesime
girebildikleri i¢in ilag gelistirme agisindan uygun hedeflerdir. Daha 6nce yapilan bir caligmada
(Doruk vd., 2020) yaklasik 2 milyon kii¢lik molekiil CLOCK proteinine karsi sanal taramaya
tabi tutulmustur. Bu tarama sonucunda baglanma enerjileri yliksek olan 94 adet ticari olarak
ulasilabilir kiigiik molekiil sentezlenmistir. Bu molekiillerden biri olan E9, detayli olarak analiz

edilmis ve sirkadiyen saat iizerindeki etkileri kapsamli bir sekilde karakterize edilmistir.

Sekil 4.1: E9'un kimyasal yapisi. 1-Phenyl-4-(4-{2-phenyl-1H,4H,5H,6H,7H,8H-cyclohepta[B]pyrrol-
1-YL}benzoyl)piperazine.

4.2. SITOTOKSISITE ANALIZI (MTT TESTI) SONUCLARI

Bu testte U20S Bmall-dLuc hiicre hattinda, E9 molekiiliiniin sitotoksik etkisini
degerlendirdim. Hiicreler, 20 uM E9 ile muamele edilerek deney grubu olusturulmus; kontrol

grubu ise yalnizca %0.4 DMSO igeren ortamla isleme tabi tutulmustur (bu durum, E9’un 0 uM
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konsantrasyonu olarak kabul edilmistir). Ayrica, literatiirde yliksek toksisiteye sahip oldugu
bilinen %5 DMSO pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Yapilan analizler sonucunda, 20 uM
E9 uygulanan hiicrelerdeki canlilik orani ile kontrol grubundaki hiicreler arasinda anlamli bir
fark gézlenmemistir. Bu bulgu, E9’un bu hiicre hattinda 20 pM’e kadar olan dozlarda sitotoksik
etki gdstermedigini ortaya koymustur (Sekil 4.2). Bu dogrultuda, 20 uM’nin altinda kalan 10
uM, 5 uM, 2.5 uM, 1.25 uM ve 0.625 uM konsantrasyonlarinin da toksik olmadig1 varsayilmis

ve bu konsantrasyonlar ilerleyen deneylerde doza bagli yanitlarin incelenmesinde

kullanilmastir.
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Sekil 4.2: E9’un U20S Bmall-dLuc hiicre hatt1 iizerindeki toksisite ¢alismasi.

E9 molekiiliiniin hiicre canlilig1 iizerindeki etkisini degerlendirmek amaciyla U20S hiicre
hattinda MTT sitotoksisite analizi gerceklestirilmistir. Hiicre plakaya ekimden 48 saat sonra E9
ile muamele edilmis ve ardindan 48 saatlik bir inkiibasyon siirecine birakilmistir. Hiicre
canliligina iliskin absorbans 6l¢iimleri Synergy H1 Mikroplaka Okuyucu cihazi kullanilarak
alimmistir. Elde edilen veriler, %0.4 DMSO igeren kontrol grubuna gore normalize edilmistir.
Sonuglar ortalama + standart hata (SEM) seklinde ifade edilmis olup, her deney ii¢ tekerriir
(n=3) ile ylrttiilmiistiir ****p < 0.0001.
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4.3. PROTEIN YIKIM (DEGRADASYON) ANALIZi SONUCLARI

Bu tezde kullanilan bir¢ok yontem, liisiferaz bazli analizlere dayanmaktadir. Bu nedenle, E9
molekiiliiniin lusiferaz (LUC) enziminin liminesans 0Ozelliklerini dogrudan etkileyip
etkilemedigini kontrol etmek amaciyla, E9 molekiiliiniin LUC aktivitesi lizerindeki potansiyel
etkisi analiz edilmistir. Sekil 4.3’te goriildiigii tizere, E9 molekiiliiniin liisiferaz enzim aktivitesi

iizerinde belirgin bir etkisi tespit edilmemistir.
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Sekil 4.3: E9 molekiiliiniin liisiferazin yar1 6mriine etkisinin degerlendirilmesi.

E9 molekiiliiniin liisiferaz enziminin yar1 omri iizerindeki etkisini belirlemek amaciyla HEK
293T hiicreleri, pcDNA-Luc plazmidi ile transfekte edilmistir. Transfeksiyonun ardindan
hiicrelere %0.4 DMSO igeren E9 molekiilii uygulanmis ve liisiferaz sinyali, sinyal siddeti
sabitlenene kadar izlenmistir. Sekil 4.3.A’da E9 molekiilii uygulama sonrasi liisiferaz yar1 6mrii
iizerindeki etkisinin zamana bagli olarak degisimi gosterilmistir. Sekil Sekil 4.3. B’de ise elde
edilen verilerin grafiksel olarak sunulan kantitatif analizi yer almaktadir. Elde edilen sonuglara
gore E9 molekiilli, liisiferaz protein yar1 omrii lizerinde anlamli bir degisiklige neden
olmamistir. Veriler, ortalama + standart hata (SEM) olarak ifade edilmis olup, deneyler ii¢

bagimsiz tekrar (n=3) ile gerceklestirilmistir.
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4.4. SIRKADIYEN SALINIMLARIN GERCEK ZAMANLI TAKIBI

Sekil 4.4’te goriildigii gibi, U20S Bmall-dLuc hiicreleri, E9 molekiiliiniin 5 uM ile 20 uM
arasindaki konsantrasyonlariyla muamele edilerek LumiCycle cihazinda sirkadiyen ritimleri
izlenmistir. Elde edilen veriler, E9 molekiiliiniin hiicrelerin sirkadiyen periyot uzunlugunu 20
UM doza bagimli olarak uzattigini gostermistir (Sekil 4.4). Kontrol grubunda (DMSO ile
muamele edilen hiicreler) periyot uzunlugu ortalama 24 saat olarak belirlenirken, en yliksek

doz olan 20 pM’da bu siirenin ortalama 26.70’e saate ¢iktig1 tespit edilmistir.
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Sekil 4.4: E9 molekiiliiniin 5 uM ile 20 uM arasindaki konsantrasyonlarinin U20S Bmall-dLuc
hiicrelerinde  sirkadiyen periyot uzunluguna etkisinin biyoliiminesans ydntemiyle
degerlendirilmesi. A) Kontrol grubu: %0.4 DMSO ve E9 molekiilii uygulanmis U20S Bmall-
dLuc hiicreleri, B) E9 molekiiliniin U20S Bmall-dLuc hiicrelerinde genlige etkisi C) E9
molekiiliiniin U20S Bmall-dLuc hiicrelerinde sirkadiyen saat periyoduna etkisi. D ) E9
molekiiliiniin U20S Bmall-dLuc hiicrelerinde sirkadiyen saat fazina etkisi.
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Sekil 4.4’te goriildiigii gibi U20S Bmall-dLuc hiicrelerinde, DMSO (nihai konsantrasyon
%0.4) ve farkli E9 molekiiliiniin farkli konsantrasyonlar1 (n=3) ile gerceklestirilen hiicre
temelli biyoliiminesans analizi kapsaminda, hiicreler LumiCycle (Actimetrics) cihazi
kullanilarak 4 giin boyunca siirekli olarak izlenmistir. Verilerin analizinde, ilk giine ait 6l¢timler
cikarilarak sirkadiyen ritim dalgalanmalar1 degerlendirilmigtir. U20S Bmall-dLuc
hiicrelerinde sirkadiyen periyot uzunlugunu 20 uM doza bagl sekilde artirarak belirgin bir doz-
yanit iligkisi ortaya koymustur (Sekil 4.4). Elde edilen bulgular, E9 molekiiliiniin genlik
iizerinde anlaml1 bir etkisinin olmadigini gdstermistir. (Sekil 4.4, B) Elde edilen bulgular, E9
molekiilii uygulamasiin 20 uM konsantrasyonda analizi yapilan hiicrelerin sirkadiyen periyot
uzunlugunda anlamli bir uzamaya neden oldugunu gdostermistir (Sekil 4.4, C). Elde edilen
bulgular, E9 molekiiliiniin sirkadiyen saat fazi {lizerinde anlamli bir etkisinin olmadigini
gostermistir (Sekil 4.4, D). Veriler ortalama + standart hata (SEM) seklinde sunulmus olup,
istatistiksel anlamlilik degerlendirmesi Student’s t-testi ile yapilmistir. Anlamlilik diizeyleri *p

<0.05, **p <0.01 olarak belirtilmistir.

4.5. E9 MOLEKULU UYGULAMASININ SIRKADIYEN SAATIN CEKIRDEK
PROTEIN BILESENLERI DUZEYLERI UZERINDEKI ETKIiSI

E9 molekiiliiniin sirkadiyen ritim iizerindeki etkileri degerlendirildikten sonra, bu bilesigin
temel saat proteinleri iizerindeki etkisi Western blot yontemiyle analiz edilmistir. Senkronize
edilmemis U20S Bmall-dLuc hiicreleri, doz olarak 20 uM E9 molekiilii ile muamele edilmistir.
Hiicrelerin toplanmasinin ardindan elde edilen protein ekstraktlar1 SDS-PAGE ile ayristiriimig
ve Western blot analizine tabi tutulmustur. Elde edilen sonuglar, E9 molekiiliiniin yalnizca
BMALI ve CLOCK proteinlerinin diizeyini anlamli sekilde azalttigini, diger cekirdek saat
proteinleri olan CRY1 ve PER2 f{izerinde ise belirgin olmayan bir sekilde azalttigim
gostermistir. Bu bulgular, E9 molekiiliinlin sirkadiyen saat mekanizmasinda 6zgiil olarak
BMALI1 ve CLOCK proteinine etki ettigini ve diger cekirdek bilesenleri belirgin olarak

etkilemedigini desteklemektedir.
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Sekil 4.5: E9 molekiiliiniin (20 uM) senkronize olmayan U20S Bmall-dLuc hiicrelerinde temel saat
proteinleri iizerindeki etkisinin Western blot yontemiyle degerlendirme sonuglari. A) Western
blot analizine ait gorseller (ChemiDoc Touch Imaging System, BioRad), B) E9 molekiiliiniin
PER2, CLOCK, BMAL1 ve CRY1 endojen protein diizeylerine etkisi.
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Sekil 4.5’te gorildiigii gibi E9 bilesiginin, senkronize edilmemis U20S Bmall-dLuc
hiicrelerinde PER2, CLOCK, BMAL1 ve CRY 1 endojen proteinleri diizeyleri lizerindeki etkisi
Western blot analizi ile degerlendirilmis ve analize ait gorseller ChemiDoc Touch Imaging
System (BioRad) kullanilarak elde edilmistir (Sekil 4.5, A). 20 uM konsantrasyondaki E9
molekiilii uygulamasindan sonra endojen protein diizeylerinin kantitatif analizine gore, E9
molekiiliiniin senkronize olmayan U20S Bmall-dLuc hiicrelerinde BMALI ve CLOCK
protein ekspresyonunu 20 uM doza bagimli olarak anlamli bi¢imde azalttigini, buna karsilik
diger cekirdek saat proteinlerinin (PER2 ve CRY1) belirgin olmayan bir sekilde azalttigini
gostermistir. Veriler ortalama + standart hata (SEM) seklinde sunulmus olup (n=3), istatistiksel

analiz Student’s t-testi ile yapilmistir. *p < 0.05 diizeyinde anlamli kabul edilmistir.

4.6. E9 MOLEKULU UYGULAMASININ CEKIRDEK SAAT GENLERININ
IFADE DUZEYLERINE ETKIiSI

E9 molekiiliinin BMAL1 ve CLOCK proteinleri diizeyleri etkilemesi durumunda, saat
tarafindan kontrol edilen genlerin transkripsiyon diizeylerinde de degisiklik olmas1
beklenmektedir. Bu hipotezi degerlendirmek amaciyla, U20S Bmall-dLuc hiicreleri E9’un
toksisite gostermeyen en yiiksek konsantrasyonu olan 20 uM ile muamele edilmistir. Yapilan
analizler sonucunda, saat kontrollii ¢iktt genlerinden PER2 ve DBP’nin ekspresyon
diizeylerinde anlamli olmayan bir artma tespit edilmistir. Buna karsin, CLOCK proteininde
anlamli olmayan bir azalma tespit edilmis ve diger genlerin transkripsiyonel aktivitelerinde

belirgin bir degisiklik gézlenmemistir.
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Sekil 4.6: E9 molekiili uygulamasinin ¢ekirdek saat genlerinin ifade diizeylerine etkisinin
degerlendirilmesi.

Senkronize edilmemis ve tam konfluente ulagsmig U20S Bmall-dLuc hiicrelerine E9 molekiilii
20 uM konsantrasyonunda uygulanmistir. Uygulama sonrasi gen ekspresyon diizeyleri, her
ornekte referans gen olarak kullanilan RPLPO mRNA seviyelerine gore normalize edilerek
2"—=AACt yontemiyle RT-qPCR analizi aracilifiyla belirlenmistir. Elde edilen veriler ortalama
+ standart hata (SEM) seklinde sunulmus olup, n=3’tlir. Anlamlilik analizleri i¢in Student’s t-
testi kullanilmistir. Sekil 4.6’da goriildiigii gibi E9 molekiiliiniin, DBP ve PER2 mRNA

diizeylerini artirdig1 belirlenmistir (Sekil 4.6).
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4.7.E9 MOLEKULUNUN CEKIRDEK SAAT PROTEINLERININ HUCRE
ALTI LOKALIZASYONU UZERINDEKI ETKISi

E9’un cekirdek saat proteinlerinin hiicre i¢i dagilimi tizerinde etkili olup olmadigini incelemek
amaciyla, senkronize edilmemis U20S hiicrelerinde subseliiler fraksiyonlama islemi
gergeklestirilmistir. Fraksiyonlama sonrasinda orneklerin kalitesi, sitoplazmik ve niikleer
fraksiyonlarin sirasiyla anti-TUBULIN ve anti-HISTONE H3 antikorlari ile taranmasi yoluyla
dogrulanmistir. Temiz fraksiyonlarin elde edilmesinin ardindan, temel saat proteinlerinin

sitozol ve ¢ekirdek i¢indeki diizeyleri degerlendirilmistir.

A SITOZOLIK ~ NUKLEER

FRAKSIYON FRAKSIYON

DMSO E9 DMSO E9
250 kDa - — — PER2
100 kDa - CUD S— CLOCK
70 kDa - — — BMALI
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Sekil 4.7: E9 molekiiliiniin ¢ekirdek saat proteinlerinin hiicre alt1 lokalizasyonu {izerindeki etkisinin
degerlendirilmesi. A) sitozolik ve niikleer fraksiyon Western blot analizine ait gorseller
(ChemiDoc Touch Imaging System, BioRad), B) sitoplazmadaki temel saat proteinlerinin
kantitatif analizi, C) niikleus temel saat proteinlerinin kantitatif analizi.

Senkronize edilmemis U20S Bmall-dLuc hiicrelerinde 20 pM E9 (nihai DMSO
konsantrasyonu %0.4) uygulamasinin ardindan subseliiler fraksiyonlama gerceklestirilmis,
CLOCK, BMALI, CRY1 ve PER2 protein diizeyleri Western Blot yontemiyle analiz edilmistir.
E9 molekiilii uygulamast sonrasi sitoplazmadaki temel saat proteinlerinin kantitatif analizi
yapilmistir. Protein seviyeleri, ¢ekirdek i¢cin HISTONE H3'e ve sitoplazma i¢in a-TUBULIN’e
normalize edilmistir. Veriler, ii¢ bagimsiz deneyin (n=3) ortalamasi1 + standart hata (SEM)
olarak sunulmustur. *p < 0.05; **p < 0.01 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli kabul
edilmistir. Sekil 4.7°de goriildiigii gibi, E9 molekiilii uygulamast ile CLOCK ve PER2
proteinlerinin niikleer diizeyde anlamli 6l¢lide azaldigy, istatistiksel olarak anlamli olmamakla
beraber sitoplazmik diizeylerinde de azaldig1 belirlenmistir. Bununla beraber BMAL1 ve CRY 1
proteinlerinde de hem niikleer diizeyde hem de sitoplazmik diizeyde anlamli olmayan bir

azalma tespit edilmistir.
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4.8. E9 MOLEKULU VARLIGINDA KO-IMMUNOPRESIPITASYON (CO-IP)

E9 molekiiliiniin CLOCK ile BMALI proteinleri arasindaki etkilesimi degerlendirmek iizere
Ko-immunopresipitasyon (Co-IP) deneyi gerceklestirilmistir. FLAG etiketi tagstyan BMAL1 ve
CLOCK igeren plazmidler HEK 293T hiicrelerine transfekte edilmistir. Hiicre lizati
hazirlandiktan sonra, anti-FLAG recinesi kullanilarak FLAG-BMALI proteinleri
coktiiriilmiistiir. Ardindan, Western blot yontemiyle ¢oktiiriilen 6rneklerdeki CLOCK protein

miktar1 kantifiye edilmigtir.

A IP: anti-Flag B
0.4
0.3

100 kDa - 0.2

0.1

NORMZALIZE CLOCK MIKTARI
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Sekil 4.8: E9 molekiilii varliginda ko-immunopresipitasyon (Co-IP) deneyi ile CLOCK ile BMALI1
proteinleri arasindaki etkilesimin degerlendirilmesi. A) E9 molekiilii varliginda CLOCK-BMAL1
etkilesim diizeylerinin Western Blot analizine ait gorseller, B) E9 molekiilii varliginda CLOCK-
BMALL etkilesim diizeylerinin kantitatif analiz sonuglart.

E9’un varliginda CLOCK:BMALI1 etkilesim diizeyleri Ko-immunopresipitasyon (Co-IP)
yontemiyle incelenmistir. FLAG etiketi tasiyan BMALI, anti-FLAG reginesi kullanilarak
coktiiriilmiis ve beraberinde c¢oktiiriilen CLOCK protein miktart Western blot ile analiz
edilmistir. E9 molekiilii uygulamasi sonrast CLOCK:BMALTI etkilesim miktarlarinin grafiksel
gosterimi yapilmistir. CLOCK protein seviyeleri, FLAG-BMALI miktarlarina gore normalize
edilmistir. Veriler ortalama £ SEM olarak ifade edilmistir (n=3). *p < 0.05 diizeyinde
istatistiksel anlamlilik belirtilmistir. Sekil 4.8’de goriildiigii gibi E9 molekiilii varliginda FLAG
etiketi tastyan BMALL protein diizeyinin sabit kaldigi; E9 molekiiliinin CLOCK protein
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seviyelerini anlamli sekilde azalttig1r ve molekiiliin CLOCK ve BMALI arasindaki etkilesimi
azalttig1 belirlenmistir ( Sekil 4.8).
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5. TARTISMA VE SONUC

Cekirdek saat proteinlerine yonelik kii¢iik molekiillerin kesfi, sirkadiyen ritim arastirmalari
acisindan biiylik 6neme sahiptir. Bu molekiiller, hiicresel diizeyde sirkadiyen diizenin daha iyi
anlasilmasin1 saglarken, ritim bozukluklarina bagl hastaliklarin tedavisi i¢in de yeni
yaklagimlar sunabilir. Bu dogrultuda, sirkadiyen saati etkileyebilecek molekiillerin
gelistirilmesine yonelik cesitli ¢aligmalar yiiriitilmektedir (Chen vd., 2018; Hirota & Kay,
2015). Simdiye dek yapilan aragtirmalar, genellikle REV-ERB ve Casein kinase le gibi
yardimci saat proteinlerini hedef alan bilesiklerin gelistirilmesini saglamistir (Chen vd., 2018).
Ancak, dogrudan cekirdek saat proteinlerini hedefleyen molekiil sayisi olduke¢a sinirhidir. Bu
calismada, hiicresel diizeyde sirkadiyen ritmin periyod uzunlugunu etkileyebilecek potansiyel
kiiclik molekiillerin belirlenmesi ve mekanistik diizeyde karakterizasyonu amaglanmistir. Bu
dogrultuda, daha 6nce Halil Kavakli ve ekibi tarafindan in silico yaklagimla tanimlanan E9 adli

molekiiliin, CLOCK proteinine etkisi ¢ok yonlii deneysel analizlerle incelenmistir.

Oncelikle, E9 molekiiliiniin sitotoksik etkileri degerlendirilmis ve belirlenen dozlarda hiicre
canlilig1 iizerinde anlaml bir toksik etki olusturmadigi gozlemlenmistir. Bu bulgu, E9’un
sirkadiyen ritim iizerine etkilerinin hiicre 6liimiine bagl olmaktan ziyade 6zgiil biyokimyasal
mekanizmalar araciligiyla gerceklestigini diisiindlirmektedir. Gergek zamanli biyoliiminesans
takibi sonucunda, E9 molekiiliiniin toksik olmayan dozlarda sirkadiyen periyodu anlamli
sekilde uzattigmi gostermistir. Bu bulgu, E9 molekiiliinlin bir periyot degistirici (period
changer) molekiil olarak islev gordiigiinii ortaya koymaktadir. Periyot uzamasinin molekiiler
temellerinden birinin bu proteinlerin ekspresyon diizeyindeki azalma olabilecegini
gostermektedir. Kullanilan stabil reporterlara sahip hiicre modelleri sayesinde, bu etkinin digsal

sinyallere degil, dogrudan hiicre i¢i saat mekanizmasina bagli oldugu gosterilmistir.

Molekiiler diizeyde mekanizmay1 anlamak amaciyla protein ve gen ekspresyon seviyeleri
incelenmistir. Western blot analizleri, CLOCK ve BMALI protein diizeylerinde azalma
oldugunu gostermistir. Bu farklilik, muhtemelen CLOCK proteininin translasyon sonrasi
modifikasyonlar1 ya da stabilitesinde meydana gelen degisikliklerden kaynaklanmaktadir.
Ayrica CLOCK proteininin fonksiyon gosterebilmesi i¢in ¢ekirdege tasinmasi gerektiginden,
bu siirecte bir aksama olup olmadigini arastirmak amaciyla subseliiler lokalizasyon analizleri

gerceklestirilmistir. Elde edilen sonuglar, E9 molekiiliinin BMAL1 ve CLOCK’ un niikleer
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diizeydeki lokalizasyonunu degistirmesi ve CLOCK:BMALI1 etkilesimini zayiflatmasi, bu
kompleksin transkripsiyonel aktivitesinin dogrudan etkilendigini gdéstermektedir. Bu durum,
PER ve CRY genlerinin dolayl olarak etkilenmesine yol acabilir ve geri besleme dongiisiinde
bir sapmaya neden olabilir. Ayrica RT-qPCR verileri, PER2 ve DBP genlerinin mRNA
diizeylerinde bir artis oldugunu gostermistir. Bu artis, E9 molekiiliiniin saat genlerinin

transkripsiyonunu dolayl olarak yeniden programladigini gostermektedir.

Bu da, CLOCK-BMALI heterodimerizasyonunu zayiflattig1 ve boylece CLOCK un ¢ekirdek
lokalizasyonunu engelledigi diistiniilmektedir. Gergeklestirilen Co-immunoprecipitation (Co-
IP) deneyleri de CLOCK-BMALL etkilesiminde azalma oldugunu dogrulamistir. Bu sonuglar
birlikte degerlendirildiginde, E9 molekiiliiniin sirkadiyen saat lizerinde periyot uzatici etkisinin,
CLOCK proteinine baglanarak bu proteinin BMALI ile etkilesimini ve cekirdege gegisini

engellemesi yoluyla gerceklestigi ileri siiriilebilir.

Bununla birlikte, periyot degisiminin hangi molekiiler adim araciligiyla gergeklestigi hala tam
olarak anlasilamamigtir. CLOCK-BMALI kompleksinin hedef gen promotorlerine baglanma
kapasitesinde bir degisiklik olup olmadigini belirlemek iizere Kromatin immiinopresipitasyonu
(ChIP-gPCR), Proteazom Inhibisyon Testi (MG132 tedavisi) ve Ubiquitinasyon Testi gibi ileri
deneysel yaklagimlarin uygulanmasi gerekmektedir. Bu tiir analizler, CLOCK’un
transkripsiyonel etkinligine dogrudan etki edip etmedigini ortaya koymak agisindan biiyiik

Onem tasimaktadir.

Sonug olarak bu tez calismasi kapsaminda, sirkadiyen saat regiilasyonunda merkezi bir rol
oynayan CLOCK proteinine dogrudan baglanan E9 molekiiliiniin biyolojik etkileri detayli bir
sekilde incelenmistir. Yapilan biyoliiminesans analizleri, E9 molekiiliiniin sirkadiyen periyodu
anlamh 6l¢iide uzattigim1 gostermistir. Western blot ve qPCR verileri, protein diizeylerinde
azalma ve bazi proteinlerin mRNA seviyelerinde artis oldugunu ortaya koymus, bu da
translasyon sonrasi diizenlemelere veya protein lokalizasyonunda degisime isaret etmistir.
Subseliiler fraksiyonlama analizleri, CLOCK’un c¢ekirdege girisinde azalma oldugunu
gostermigtir. Ayrica, Co-IP deneyleri E9 molekiiliiniin CLOCK-BMALI1 proteinleri

etkilesimini azalttigin1 dogrulamustir.

Bu sonuglar, E9 molekiiliiniin dogrudan CLOCK proteinine baglanarak onun BMALI ile
etkilesimini zayiflattigini, bu sayede CLOCK’un ¢ekirdek lokalizasyonunu ve dolayisiyla
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transkripsiyonel aktivitesini bozdugunu ortaya koymaktadir. Boylelikle, periyot uzatici etkinin
molekiiler diizeydeki ilk adimlar1 tanimlanmistir. Ancak, bu etkinin transkripsiyon hedeflerine
nasil yansidigir heniliz tam olarak aciklanamamistir. Bunu acgiklamak i¢in ileri deneylerin
yapilmasi, bu mekanizmanin netlestirilmesi acisindan gereklidir. Bu ¢alisma, sirkadiyen ritim
tizerinde etkili yeni molekiillerin tanimlanmasinda CLOCK proteinini dogrudan hedef almanin

potansiyelini ortaya koymakta ve gelecekteki terapotik yaklasimlara 1s1k tutmaktadir.
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