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Biyoloji Anabilim Dalı 

 

Danışman : Prof. Dr. Mahmut ÇALIŞKAN 

II. Danışman : Prof. Dr. İ. Halil KAVAKLI 

 

Canlıların davranışsal ve fizyolojik özelliklerinde gözlemlenen günlük ritmik değişimler, 

çevresel ışık-karanlık döngüsüne uyum sağlamak amacıyla ortaya çıkar ve bu değişimlerin 

temelinde yaklaşık 24 saatlik bir biyolojik saat mekanizması bulunur. Memelilerde bu saat, 

birbirini düzenleyen transkripsiyonel ve translasyonel geri besleme döngüleri (TTFL’ler) ile 

yönetilen hiyerarşik bir sistem şeklindedir. Moleküler düzeyde, CLOCK ve BMAL1 proteinleri 

bir araya gelerek E-box dizilerini tanır ve saatle ilişkili genlerin (CRY ve PER dahil) 

transkripsiyonunu başlatır. Sitoplazmada biriken CRY ve PER proteinleri, Casein Kinase Iε ile 

birlikte çekirdeğe taşınarak CLOCK:BMAL1 kompleksinin transkripsiyonel aktivitesini 

baskılar. 

Bu temel saat proteinlerinin aktivitelerini modüle edebilen küçük moleküller, sirkadiyen ritmin 

zamanlamasını dışarıdan kontrol etme potansiyeli taşır. Sirkadiyen ritmin bozulması 

durumunda ortaya çıkabilecek kanser, metabolik hastalıklar ve yaşlanma gibi çeşitli sağlık 

HÜCRESEL DÜZEYDE SİRKADİYEN RİTMİN PERİYOD UZUNLUĞUNU 

DEĞİŞTİREN MOLEKÜLLERİN KARAKTERİZASYONU 
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sorunları dikkate alındığında, bu tür moleküllerin tanımlanması oldukça önemlidir. Bu 

doğrultuda, İ. Halil KAVAKLI ve ekibi tarafından daha önce keşfedilen E9 adlı küçük 

molekülü, CLOCK proteinine bağlanan yeni bir bileşik olarak ayrıntılı biçimde inceledim. E9, 

hücreye zarar vermeden sirkadiyen periyodu uzatmış; CLOCK ve BMAL1 protein düzeylerini 

azaltmış ve bu proteinlerin çekirdeğe taşınmasını engellemiştir. Ayrıca CLOCK-BMAL1 

etkileşimi zayıflamıştır. Bu sonuçlar, E9’un sirkadiyen saat mekanizmasını doğrudan 

etkileyebildiğini ortaya koymakta ve onu sirkadiyen ritim bozukluklarına bağlı metabolik 

hastalıklar, uyku bozuklukları ve kanser gibi durumlar için potansiyel bir terapötik aday haline 

getirmektedir. 

Haziran 2025, 66  sayfa. 

Anahtar kelimeler: Sirkadiyen saat, küçük molekül, CLOCK, ilaç geliştirme 
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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 BMAL1 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 

Iε, where they repress the transcriptional activity of the CLOCK:BMAL1 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 

CHARACTERIZATION OF MOLECULES THAT ALTERS CIRCADIAN 

RHYTHM PERIOD LENGHT AT CELLULAR LEVEL   
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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 İ. 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 BMAL1 protein levels and prevented the 

transport of these proteins to the nucleus. In addition, the CLOCK-BMAL1 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. GİRİŞ 

Sirkadiyen saat, organizmaların ışık, sıcaklık ve diğer çevresel faktörlerin günlük dış ritimlerine 

uyum sağlamasını sağlayan otonom ve endojen bir zamanlayıcıdır ve günümüz 

organizmalarının sirkadiyen saatleri 24 saate yakın periyotlarla salınır (Wijnen & Young, 

2006). "Sirkadiyen" (Latince circa diem, yani 'güne yakın') saatin senkronizasyonu, 

organizmanın çevredeki düzenli değişimleri önceden tahmin etmesini sağlayarak; besin alımı 

ve metabolizma, av/avcı etkileşimleri, çevresel etkenlerin yol açtığı DNA hasarından korunma 

ve hayatta kalma şansını etkileyen moleküler ve davranışsal olayları şekillendirir (Partch vd., 

2014). 

Memelilerdeki sirkadiyen saat hem yukarıdan-aşağıya (top-down) hem de aşağıdan-yukarıya 

(bottom-up) bir organizasyona sahiptir. Günlük ritimleri üretme yetisi, hücresel bir özelliktir. 

Bu hücresel saat, dokular, organlar ve tüm organizma düzeyinde sirkadiyen programı oluşturan 

bir ağ meydana getirir. Memelilerdeki yukarıdan-aşağıya organizasyonun merkezi, optik 

kiyazmanın (görsel sinirlerin çaprazlaştığı nokta) üzerinde yer alan bir çekirdeğe, yani 

suprakiazmatik nükleus (SCN) bölgesine dayanır. Bu ana zamanlayıcı, retina aracılığıyla fotik 

(ışığa ait) bilgiyi alır, kendi nöronal hücresel saatlerini senkronize eder ve vücuttaki diğer organ 

ve dokularda bulunan çevresel (periferik) saatlere ileterek onların da senkronize olmasını sağlar 

(Roenneberg & Merrow, 2016).   

Temel olarak, memeli sirkadiyen saati, yaklaşık 24 saatlik bir periyotla gen ifadesinde kendi 

kendini sürdüren bir ritim üreten, otoregülatör transkripsiyon ve translasyon geri bildirim 

döngüsü (TTFL) oluşturan moleküler bir genetik ağdır. TTFL, heterodimerik transkripsiyonel 

aktivatörler CLOCK ve BMAL1 ile bunların baskılayıcıları PER1, PER2, CRY1 ve CRY2 

proteinlerinden oluşur (Laothamatas vd., 2023). CLOCK ve BMAL1, temel helix-loop-helix 

(bHLH)-PAS alanları aracılığıyla bir heterodimer oluşturur ve Kriptokrom (Cry) ve Periyot 

(Per) gibi saat kontrollü genlerin (CCG'ler) promotörlerindeki E-Kutu dizilerine bağlanır ve 

transkripsiyonlarını başlatır (Kavakli vd., 2022). CRY ve PER proteinleri sitozolde biriktikçe, 

bir heterodimer oluştururlar ve Casein Kinase I epsilon/delta (CKI ε/δ) ile çekirdeğe taşınırlar. 

Burada, BMAL1/CLOCK kompleksinin aktivitesini baskılarlar ve dolayısıyla saat kontrollü 

genlerin (CCG'lerin) ifadesini engellerler. CKI’ler tarafından gerçekleştirilen fosforilasyon ya 
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da çekirdek saat proteinlerinin ubikitinasyon gibi post-translasyonel modifikasyonları, bu 

baskılayıcı döngünün sona ermesini sağlar ve böylece sirkadiyen ritmin yeniden başlamasına 

yol açar (Von Schantz & Archer, 2003). 2014 yılında yayımlanan bir çalışma, farelerde protein 

kodlayan genlerin %43'ünün en az bir dokuda sirkadiyen kontrol altında olduğunu 

göstermektedir (R. Zhang vd., 2014). Bu bulgu sirkadiyen saatin memelilerde fizyolojik 

süreçler üzerindeki yaygın ve derin etkisini göstermekte; dolayısıyla, sirkadiyen sistemin 

düzgün işleyişinin ne denli önemli olduğunu ortaya koymaktadır. Bununla birlikte sirkadiyen 

saatin bozulması, sistemik homeostazide bir çöküşe yol açabilir ve kanser, depresyon, 

metabolik sendrom ve kardiyovasküler hastalık dahil olmak üzere olumsuz sağlık sonuçlarına 

neden olabilir (Ohdo vd., 2019).  

Son zamanlarda araştırmacılar, kötü huylu tümörler de dahil olmak üzere saatle ilişkili 

hastalıkları tedavi etmek için sirkadiyen saati düzenleyebilen birkaç küçük molekül keşfettiler 

(Rahman vd., 2020). Örnek olarak CLOCK veya CRY gibi çekirdek saat proteinlerine bağlanan 

bazı küçük moleküller keşfedilmiştir. Halil Kavaklı ve ekibi, in silico yaklaşımını kullanarak 

CLOCK'a bağlanan CLK8 adlı küçük bir molekül tanımlamıştır. Daha ileri deneysel çalışmalar, 

CLK8'in CLOCK ve BMAL1 arasındaki etkileşimi azalttığını ve buna karşılık sirkadiyen ritim 

genliğini artırdığını ortaya koymuştur (Doruk vd., 2020). Ancak sadece CLOCK üzerinde etki 

gösteren ilaç adayı küçük moleküllerin karakterizasyonunda bir boşluk bulunmaktadır. Bu 

doğrultuda, daha önce Halil Kavaklı ve ekibi tarafından gerçekleştirilen in silico taramalar 

sonucunda belirlenen CLOCK proteinine bağlanan E9 adlı molekül ile çalışmalarıma başladım 

ve karakterizasyon sürecini bu molekül üzerinde yoğunlaştırdım. Biyolüminesans analizleri, 

E9’un hücreye zarar vermeden sirkadiyen periyodu uzattığını göstermiştir. Protein ve gen 

analizleri, CLOCK ve BMAL1 seviyelerinde azalma, bazı saat genlerinin mRNA düzeylerinde 

ise artış olduğunu ortaya koymuştur. Lokalizasyon ve etkileşim deneyleri, E9’un CLOCK’un 

çekirdeğe girişini ve BMAL1 ile etkileşimini azalttığını doğrulamıştır. Bu da, E9’un sirkadiyen 

saat mekanizmasını doğrudan etkilediğini göstermektedir. Ancak bu etkinin tam mekanizması 

henüz net değildir ve ileri analizlerle açıklığa kavuşturulmalıdır. Bu çalışma, CLOCK'u hedef 

alan yeni moleküllerin geliştirilmesine yönelik önemli bir başlangıçtır. 
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2. GENEL KISIMLAR 

BİYOLOJİK SAATLERİN KÖKENİ  

Dünya’nın kendi ekseni etrafında yaklaşık her 24 saatte bir dönmesinin bir sonucu olarak, bu 

gezegendeki çoğu organizma, ışık ve sıcaklıktaki öngörülebilir dalgalanmalara maruz 

kalmaktadır. Siyanobakterilerden insanlara kadar çok çeşitli türler, bu günlük değişimlere 

önceden uyum sağlayabilmek amacıyla evrimsel süreçte içsel biyolojik saatler geliştirmiştir 

(Jabbur & Johnson, 2022). Bu nedenle, iç fizyolojimiz ve işlevlerimiz, bu jeofiziksel döngüyle 

temel düzeyde iç içe geçmiştir. Nitekim, iç fizyoloji ile jeofiziksel döngü arasındaki bu evrimsel 

ilişkiye dair bulgular ilk olarak Jean-Jacques d’Ortous de Mairan (1678-1771) tarafından ortaya 

konmuştur (Kuhlman vd., 2018). de Mairan (1729), bir heliotrop bitkisinde (muhtemelen 

Mimosa pudica) yaprakların açılıp kapanma şeklinde sergilediği sirkadiyen ritmi, tamamen 

karanlık koşullarda gözlemlemiştir ve bu hareketlerin, bitkinin içsel ritmiyle ilişkili olduğunu 

öne sürmüştür (Srivastava vd., 2019). Ritimlerin tamamen karanlık bir ortamda da sürmesi, bu 

hareketlerin dış etkenlerden bağımsız olarak çalışan, yani organizmanın içinde bulunan bir 

biyolojik saat tarafından kontrol edildiğini göstermektedir. Bu, saatin kendi kendine devam 

eden bir mekanizmaya sahip olduğunu, başka bir deyişle dış uyaranlar olmadan da işlediğini 

ifade eder. Ancak bir saatin işlevsel olabilmesi için aynı zamanda kendini yeniden 

ayarlayabilmesi gerekir. Bu nedenle, organizmalardaki sirkadiyen ritimlerin mevsimsel olarak 

değişen gün ışığı döngülerine uyum sağlayabilmesi önemlidir. Bu uyum, çevresel işaretlerle 

sağlanır; biyolojik saat, bu sinyaller aracılığıyla doğru zamana göre kendini senkronize eder. 

Memelilerde bu senkronizasyonu sağlayan en etkili çevresel etkenler ise ışık ve besin alımıdır 

(Roenneberg & Merrow, 2005; Wulund & Reddy, 2015). Bu bulgular doğrultusunda da devam 

eden yıllarda, çok çeşitli canlı türlerinde ve farklı hücre tiplerinde intrinsik (içsel) sirkadiyen 

ritimlerin varlığı kanıtlanmış, böylece biyolojik saatin evrenselliği ve temel fizyolojik 

süreçlerdeki rolü daha da netlik kazanmıştır. 

 BİYOLOJİK RİTİM TÜRLERİ 

Tüm biyolojik ritimler zaman içinde kendiliğinden düzenlenen süreçleri yansıtsa da bazıları 

doğrudan zamanın geçişini izlemek amacıyla işlemez. Örneğin, kalp ritmi kalbin düzenli 

atmasını mümkün kılarken, sinirsel yapılar, yürüyüş ve solunum gibi ritmik davranışları kontrol 

eder (Goldbeter, 2008). Buna karşılık, birçok biyolojik ritim zamanın izlenmesiyle doğrudan 
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ilişkilidir. Sirkadiyen saat ve yıllık ritimler, dünyanın döngüsel doğasına uyum sağlama işlevi 

görür (Raible vd., 2017). Örneğin, 24 saatlik ritimler organizmaların gece-gündüz döngüsünü 

önceden tahmin ederek uyum sağlamasına yardımcı olurken, yıllık ritimler mevsimsel 

değişimlere adaptasyonu destekler (Fuyi, 2024; Helm & Lincoln, 2017). Bu yönleriyle, 

sirkadiyen saat ve mevsimsel ritimler, biyolojik düzenlilik ile zaman kavramı arasında en ilişkili 

mekanizmalardır. 

 SİRKADİYEN SAAT VE RİTİM 

Sirkadiyen ritim kavramı, Halberg tarafından organizmalarda gözlemlenen ve Dünya’nın 

günlük dönüş hareketiyle uyumlu olarak yaklaşık 24 saatlik döngüler halinde gerçekleşen içsel 

biyolojik salınımları tanımlamak üzere ortaya konmuştur (Fagiani vd., 2022). Latince "circa 

diem" yani "güne yakın" anlamında türetilmiştir (Dibner vd., 2009). Bu ritimler, uyku-uyanıklık 

döngüsünden vücut ısısına, hormon salınımından metabolik aktivitelere kadar pek çok 

fizyolojik ve davranışsal süreci düzenler. Bu ritimlerin temelinde ise organizma içinde yer alan 

sirkadiyen saat bulunur (Meléndez-Fernández vd., 2023; Takahashi, 2017). Bu ritimlerin 

mekanizması, genellikle birbirini düzenleyen gen ve proteinlerin oluşturduğu geri besleme 

döngüleriyle işler ve prokaryotlardan ökaryotlara kadar birçok organizmada sirkadiyen 

ritimlerin işleyişi moleküler mekanizmalar açısından çeşitlilik gösterir ancak temel prensipler 

genellikle benzerdir. İlk olarak uzun süre boyunca bakterilerin sirkadiyen ritimlere sahip 

olmadığı düşünülse de ilk kanıt, nitrojen sabitleyici bir siyanobakteri olan Synechococcus RF1'i 

inceleyen bir araştırmadan gelmiştir (Grobbelaar vd., 1986; Johnson vd., 2011). Bu 

siyanobakteride, nitrojen sabitlenmesi sirkadiyen saat tarafından düzenlenmektedir, böylece 

gece fazında maksimum olmaktadır (T.-C. Huang & Chou, 1991). Siyanobakterilerde 

sirkadiyen saat, KaiA, KaiB ve KaiC proteinlerinin oluşturduğu bir geri besleme döngüsüyle 

çalışır. Bu proteinler, ATP'nin hidroliziyle fosforilasyon ve defosforilasyon süreçlerini 

düzenleyerek 24 saatlik ritmik bir aktivite oluşturur (Johnson vd., 2008). Bu mekanizma, 

transkripsiyon ve translasyon süreçlerinden bağımsız olarak in vitro ortamda da 

çalışabilmektedir (Williams, 2006). Bitkilerde ise sirkadiyen saat, çevresel sinyallere (ışık, 

sıcaklık gibi) duyarlı olan ve genetik olarak kodlanmış bir dizi geri besleme döngüsüyle işler 

(Inoue vd., 2017). Arabidopsis thaliana gibi model bitkilerde, CCA1, LHY ve TOC1 genleri 

bu döngünün temel bileşenleridir (Z. Ding vd., 2007; Schaffer vd., 1998; Strayer vd., 2000; 

Wang & Tobin, 1998). Bu genler, birbirlerinin ekspresyonunu düzenleyerek günün farklı 
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zamanlarında belirli genlerin aktif olmasını sağlar. Bu mekanizma, fotosentez, çiçeklenme 

zamanı ve yaprak hareketleri gibi önemli fizyolojik süreçleri senkronize eder (Lopez vd., 2021). 

Filamentli mantar türü olan Neurospora crassa ise fungalarda sirkadiyen ritimlerin 

incelenmesinde model organizma olarak kullanılmıştır (Merrow vd., 2001). Bu organizmada, 

WC-1 ve WC-2 proteinleri, FRQ geninin transkripsiyonunu düzenler (Crosthwaite vd., 1997; 

Loros & Dunlap, 2025). FRQ proteini, WC kompleksinin aktivitesini inhibe ederek negatif bir 

geri besleme döngüsü oluşturur. Bu mekanizma, ışık ve sıcaklık gibi çevresel faktörlerle 

senkronize olur ve organizmanın fizyolojik süreçlerini düzenler (Cha vd., 2011; Diernfellner 

vd., 2007). Hayvanlar açısından incelenecek olursa sirkadiyen ritimlerin en iyi karakterize 

edildiği sistemlerden biri memelilerdir. Memelilerde merkezi saat, hipotalamusta yer alan 

suprakiazmatik nükleus (SCN) içinde bulunur ve çevresel ipuçları (zeitgeber) olan, ışık 

sinyalleri veya sıcaklık gibi ipuçları ile senkronize olur (Astiz vd., 2019). Ancak SCN dışında 

da kalp, karaciğer, böbrek gibi periferik dokularda çalışan lokal saat mekanizmaları vardır 

(Hunter & Bechtold, 2025). Bu saatlerin işleyişinde, CLOCK ve BMAL1 transkripsiyon 

faktörleri kritik rol oynar; bu proteinler, PER ve CRY genlerinin ifadesini tetikleyerek negatif 

geri besleme döngüsü oluşturur. Bu döngü, 24 saatlik ritmik bir aktivite ile organizmanın 

fizyolojik süreçlerini düzenler (Yu vd., 2002).  

 SİRKADİYEN SAATİN TEMEL PARAMETRELERİ 

Sirkadiyen ritimlerin işleyişi, sadece belirli genlerin ifade edilmesiyle sınırlı değildir; bu 

ritimlerin nasıl çalıştığını anlamak için genlik, faz gibi kavramların da açıklanması 

gerekmektedir. Bu kavramlar, biyolojik saatlerin ve ritimlerin nasıl organize olduğunu, çevresel 

faktörlerle nasıl senkronize olduklarını ve organizmanın fizyolojik süreçlerini nasıl 

düzenlediklerini daha iyi anlamamıza yardımcı olur. İlk olarak sirkadiyen ritimlerin genliği, bu 

ritmin ne kadar belirgin veya güçlü olduğunu ifade eder (Refinetti, 2000). Yani, ritmin ne kadar 

fazla değişim gösterdiği, bir biyolojik parametrenin (örneğin, vücut sıcaklığı, hormon seviyesi) 

24 saatlik döngüde ne kadar yüksek veya düşük değerler aldığı, genlik kavramı ile ilişkilidir 

(Reid, 2019; T. Zhang vd., 2023). Faz ise sirkadiyen ritmin belirli bir olayının (örneğin, 

maksimum aktivite) meydana geldiği zaman dilimini belirtir. Faz kaymaları, çevresel 

faktörlerin (örneğin, ışık) etkisiyle ritmin zamanlamasında meydana gelen değişiklikleri ifade 

eder (Masuda vd., 2023). Periyot da ritmin tekrarlayan döngüsünün süresini belirtir. Normalde, 

bir sirkadiyen ritmin periyodu yaklaşık olarak 24 saattir, ancak çeşitli genetik ve çevresel 



6 

 

 

 

faktörler, bu döngünün süresini uzatabilir veya kısaltabilir (Kavakli, 2002). Bununla beraber 

sirkadiyen ritimlerin aktivitesinin değiştirilebilmesi için periyotların 24 saate yakın bir süreye 

ayarlanması gerekmektedir. Bu ayarlama, ritmin organizmanın biyolojik ihtiyaçlarıyla uyumlu 

olmasını sağlar (Minors & Waterhouse, 2013). Örneğin, bazı organizmaların biyolojik 

saatlerinin doğal periyotları, 24 saatten biraz daha kısa veya uzun olabilir, ancak zamanlayıcılar 

veya çevresel ipuçları (zeitgeber) periyot ve faz sürekliliğini koruyarak, biyolojik saatin dış 

çevreyle uyumlu olmasını sağlar (V. K. Sharma & Chandrashekaran, 2005). Son olarak zaman 

kavramı için en sık kullanılan iki terim Zeitgeber Time (ZT) ve Circadian Time (CT)’dir 

(Vatakis vd., 2018). ZT, ışık gibi çevresel ipuçlarına dayalıdır; örneğin, 12 saat ışık / 12 saat 

karanlık döngüsünde ışığın açıldığı an ZT0, karanlığın başladığı an ise ZT12 olarak tanımlanır 

(Eckel-Mahan & Sassone-Corsi, 2015). Buna karşılık CT, organizmanın yalnızca içsel saatine 

göre tanımlanır ve sabit karanlıkta ölçülür. Bu durumda, aktivite başlangıcı genellikle CT12 

kabul edilir (Kao, 2016). Her iki terim birlikte değerlendirildiğinde, sirkadiyen sistemin 

çevresel uyaranlara adaptasyonu ve içsel zamanlamasını daha iyi anlamamıza yarar. 

 

Şekil 2.1: Sirkadiyen ritmin parametleri: faz, periyot, genlik, ZT ve CT (Schmitt vd., 2016’dan 

değiştirilerek). 

 MEMELİLERDE SİRKADİYEN SAATİN ORGANİZASYONU 

Memelilerde sirkadiyen ritimlerin organizasyonu, çok katmanlı bir hiyerarşik yapıya sahiptir 

(Honma, 2018). Bu yapı, hem hücresel düzeyde otonom çalışan saat mekanizmalarını hem de 

bu saatlerin organizma genelinde koordineli bir şekilde senkronize edilmesini sağlayan merkezi 

yapılardan oluşur (Chaix vd., 2016). Sirkadiyen saat sistemi, sadece tek bir merkezi saatten 

ibaret olmayıp, her hücrede bağımsız olarak çalışan saat genlerinin bir ağı şeklinde 



7 

 

 

 

düzenlenmiştir (Honma, 2018). Bu ağ, hem yukarıdan aşağıya (top-down) hem de aşağıdan 

yukarıya (bottom-up) sinyallerle organize edilir (Roenneberg & Merrow, 2016). 

2.5.1. Hücresel Düzeyde Sirkadiyen Saat 

Memelilerde sirkadiyen saat sistemi, hücrenin çekirdeğinde yer alan ve yaklaşık 24 saatlik 

ritmik gen ekspresyonu üretebilen otonom bir moleküler bir düzenekle karakterize edilir 

(Laothamatas vd., 2023). Bu moleküler saat, hücre düzeyinde çalışan ve çevresel ipuçları 

olmadan da kendi kendine sürdürülebilen birincil ve ikincil olmak üzere birbirine kenetli 

transkripsiyon-translasyon geri besleme döngülerine (TTFL’lere) dayanır (Partch, 2020). Bu 

döngü hem ritmin devamlılığını sağlar hem de çevresel değişimlere yanıt 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 oluşan heterodimerik transkripsiyon faktörü 

kompleksinin oluşmaşı ile başlar (C. Lee vd., 2001; Tischkau, 2020). CLOCK:BMAL1 

kompleksi, saatle kontrol edilen genlerin (CCG’ler) yani Period (Per1, Per2, Per3), 

Kriptokrom (Cry1 ve Cry2)’un ritmik transkripsiyonunu aktive etmek için DNA'ya ritmik 

olarak bağlanır (Trott & Menet, 2018). Bu genler promotör bölgelerinde bulunan E-Box 

(CACGTG) kutucuğunun kontrolü altında transkripsiyona uğrarlar ve bununla beraber BMAL1 

ve CLOCK proteinleri de bazik helix-loop-helix (bHLH) ve PER-ARNT-SIM (PAS) alanlarına 

sahiptir (Couchie vd., 2022; Hirayama & Sassone-Corsi, 2005; Nakahata vd., 2008). İfade 

edilen PER ve CRY proteinleri sitoplazmada birikerek kompleks oluşturur, ardından kazein 

kinaz 1ε/δ (CK1ε/δ) ile etkileşime girerek çekirdeğe taşınır (Keshvari vd., 2020; Z. Zhang vd., 

2020). Bu kompleks, CLOCK:BMAL1 aktivitesini baskılayarak döngünün negatif kolunu 

oluşturur (Yao vd., 2021). Daha sonra PER:CRY kompleksi, E3 ubikutin ligazları tarafından 

ubikine edilerek proteazomal yıkıma uğrar ve döngü yeniden başlar (Merbitz-Zahradnik & 

Wolf, 2015; Srikanta & Cermakian, 2021). 

İkincil TTFL, saat sisteminin pozitif kolunda yer alan BMAL1 proteininin genetik düzeyde 

regülasyonuna odaklanmaktadır (de Assis & Oster, 2021). BMAL1 gen ekspresyonu, iki zıt 

işlevli çekirdek reseptörü olan REV-ERBα/β (NR1D1/2) ve RORα/β/γ (retinoik asit 

reseptörüne benzer orphan reseptörler) aracılığıyla kontrol edilir (Kim vd., 2022). REV-ERBα 

transkripsiyonu BMAL1/CLOCK heterodimeri tarafından aktive edilir ve CRY/PER tarafından 



8 

 

 

 

transreprese edilir, bu da REV-ERBα'nın sirkadiyen salınımlarıyla sonuçlanır. REV-ERBα, 

sırayla BMAL1 ve CLOCK transkripsiyonunu baskılar. REV-ERBβ ifadesi de sirkadiyen bir 

şekilde salınır ve BMAL1 transkripsiyonunu baskılayabilir. RORα, BMAL1 promotöründe 

paylaştıkları DNA bağlanma elemanları olan RORE'nin bağlanması için REV-ERBα ile rekabet 

eder ve bu da BMAL1 ifadesinin REVERBα tarafından baskılanmasına ve RORα tarafından 

aktive edilmesine yol açar. Bu REV-ERBα/RORα geri bildirim döngüsü çekirdek sirkadiyen 

saatin pozitif ve negatif uzuvlarını birbirine bağlar (Sato vd., 2004; Solt vd., 2011). 

Üçüncü TTFL, BMAL1/CLOCK kompleksinin PAR-bZip (prolin ve asidik amino asit 

açısından zengin basic leucine zipper) ailesine ait transkripsiyon faktörü olan DBP (Albumin 

D-site Binding Protein) geninin ekspresyonunu indüklemesiyle oluşur. DBP, gen 

promotörlerinde bulunan D-box düzenleyici bölgelerine bağlanarak görev yapar. Bu bölgelerde 

aynı zamanda DBP'nin etkisini dengeleyen bir baskılayıcı olan NFIL3 (Nuclear Factor, 

Interleukin-3 Regulated; E4BP4 olarak da bilinir) ile etkileşim içindedir. NFIL3'ün 

ekspresyonu ise REV-ERB/ROR döngüsü tarafından düzenlenmektedir. D-box elementleri, 

başta PER genleri olmak üzere birçok saat geni promotör bölgesinde yer almaktadır (de Assis 

& Oster, 2021). 

Sonuç olarak, bu üç iç içe geçmiş TTFL yapısı sayesinde, sirkadiyen ritimler yalnızca temel 

saat genlerinin ekspresyonuyla değil, aynı zamanda farklı fazlarda ifade edilen düzenleyici 

proteinler aracılığıyla çok katmanlı ve dinamik bir şekilde kontrol altında tutulur.  

 

2.5.2. Merkezi Saat: Suprakiazmatik Nükleus (SCN) 

Memelilerde sirkadiyen ritmin ana zamanlayıcısı olarak görev yapan suprakiazmatik nükleus 

(SCN), hipotalamusta, optik kiyazmanın hemen üzerinde yer alan bir pacemaker olarak görev 

alır (Hastings vd., 2019). SCN, vücuttaki tüm periferik saatlerin senkronizasyonunu sağlayan 

merkezi bir osilatördür ve dış çevreden gelen ışık sinyallerini entegre ederek organizmanın 

biyolojik ritmini çevresel gün-dönüm döngüsüne uygun hâle getirir (Husse vd., 2015). 

SCN'nin zamanlayıcı görevi, buradaki nöronların özelleşmiş bir hücre-otonom sirkadiyen saat 

mekanizmasına sahip olmalarından kaynaklanır (Herzog vd., 2017). Bu hücrelerde, temel saat 

genleri olan Clock, Bmal1, Per (Per1, Per2), Cry (Cry1, Cry2), Rev-erbα/β ve Rorα/β/γ gibi 
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genler etkileşimli geri besleme döngüleri (transkripsiyon-translasyon geri besleme döngüleri; 

TTFL’ler) aracılığıyla 24 saatlik döngüler oluşturur. Bu genlerin ekspresyonu ve protein 

düzeylerindeki ritmik değişimler, hücre düzeyinde osilasyonları meydana getirir (Baser vd., 

2025; Galinde vd., 2023) 

SCN, ışık gibi çevresel ipuçlarını retinadan aldığı fotik sinyaller aracılığıyla algılar. Bu 

sinyaller, retinohipotalamik yol üzerinden SCN’ye iletilir (Ono vd., 2024). SCN’deki nöronlar, 

bu bilgiyi kendi iç ritimleriyle entegre ederek hem kendi senkronizasyonlarını sağlar hem de 

bu zaman bilgisini hormonal ve sinirsel yollarla periferik saatlere iletir. Böylece karaciğer, kalp, 

böbrek gibi periferik organlardaki sirkadiyen ritimler de merkezi saatle uyumlu hâle gelir 

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

SCN'nin hasar görmesi ya da saat genlerinde meydana gelen mutasyonlar, uyku-uyanıklık 

döngüsü başta olmak üzere birçok davranışsal ve fizyolojik ritmin bozulmasına neden olabilir 

(Crislip vd., 2021). Bu tür bozukluklar, nörolojik düzensizlikler, enerji metabolizmasında 

aksaklıklar ve bağışıklık sisteminde dengesizlikler gibi çeşitli sağlık sorunlarıyla 

ilişkilendirilmiştir (Welsh vd., 2010). Dolayısıyla SCN, yalnızca zamanlama sisteminin 

merkezi değil, aynı zamanda çevresel ipuçlarına duyarlı dinamik bir yapı olarak organizmanın 

içsel dengeyi (homeostaz) korumasında kritik bir rol üstlenmektedir (NAKAGAWA & 

OKUMURA, 2010). 
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Şekil 2.2: Üç temel geri bildirim döngüsünden oluşan sirkadiyen saatin moleküler yapısı (Salazar & von 

Hagen, 2023’ten değiştirilerek).  

 

 

Şekil 2.3: Beyindeki içsel sirkadiyen salınımlar (SCN) ve dış zeitgeberler (ipuçları) (Buttgereit vd., 

2015’ten değiştirilerek).  

 

 SİRKADİYEN SAATİN DÜZENLENMESİNDE POST-TRANSLASYONEL 

MODİFİKASYONLAR 

Sirkadiyen saat mekanizması, yalnızca transkripsiyonel ve translasyonel geri besleme döngüleri 

ile sınırlı değildir; bu döngülerin işleyişi, saat proteinlerine uygulanan post-translasyonel 

modifikasyonlar (PTM’ler) aracılığıyla da düzenlenmektedir (Anna & Kannan, 2021). Bu 

modifikasyonlar, saat proteinlerinin stabilitesi, nükleer translokasyonu, hücresel lokalizasyonu 

ve yıkım süreci üzerinde etkili olduğu bilinmektedir (Gallego & Virshup, 2007; Su vd., 2022). 

En iyi bilinen post-translasyonel modifikasyonlardan biri olan fosforilasyon, özellikle PER ve 

CRY proteinlerinin fonksiyonel düzenlenmesinde önemlidir. Kazein kinaz 1δ/ε (CK1δ/ε) 

tarafından gerçekleştirilen fosforilasyon, PER proteinlerinin hem nükleer girişini hem de 

proteasomal yıkıma yönlendirilmesini sağlar (Eng vd., 2017). Fosforilasyon sonrasında, PER 

proteinleri ubikitinasyon yoluyla E3 ubikitin ligazlar (örneğin, β-TrCP) tarafından hedeflenerek 
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yıkıma gönderilir (Shirogane vd., 2005). Bu, PER/CRY komplekslerinin zamanında 

degredasyona uğramasını ve döngünün yeniden başlamasını mümkün kılmaktadır. 

Bunun yanında, asetilasyon ve O-GlcNAcylation gibi diğer modifikasyonlar da saat 

proteinlerinin işlevini düzenlemede rol oynamaktadır (E. Y. Kim vd., 2012). Örnek olarak; 

CLOCK proteininin histon asetiltransferaz (HAT) aktivitesi, hedeflenen saat genlerinin 

promotor bölgelerinde kromatin yapısını gevşeterek transkripsiyonel aktiviteyi artırmaktadır 

(Doi vd., 2006). Buna ek olarak, BMAL1 proteini de çeşitli post-translasyonel 

modifikasyonlara uğramaktadır. Özellikle SUMOilasyon ve asetilasyon gibi modifikasyonlar, 

BMAL1’in transkripsiyonel aktivitesini ve nükleer lokalizasyonunu etkilemektedir. BMAL1’in 

asetilasyonu, CLOCK ile olan etkileşimini ve DNA’ya bağlanma yetisini artırarak saat 

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

Son olarak CRY proteinlerinin de stabilitesi ise özellikle F-box proteinleri olan FBXL3 ve 

FBXL21 aracılığıyla düzenlenmektedir (Hirano vd., 2013; Siepka vd., 2007). FBXL3, CRY1 

ve CRY2 proteinlerini tanıyarak ubiquitin ligaz kompleksi üzerinden işaretler ve proteazomal 

yıkımını sağlar (Abdalla vd., 2022). Öte yandan, FBXL21 ise CRY proteinlerine bağlanarak 

onların yıkımını geciktirir ve çekirdekten sitoplazmaya taşınmasını düzenler (Liu & Zhang, 

2016).  

Tüm bu post-translasyonel modifikasyonlar arasında dinamik ve zamana duyarlı bir etkileşim 

söz konusudur. Bu sayede, saat proteinlerinin hücre içindeki miktarı, lokalizasyonu ve 

etkileşimleri, çevresel ipuçları zeitgeberlere göre (örneğin ışık, sıcaklık) uyum sağlayacak 

şekilde ayarlanabilmektedir. 

 ÇEKİRDEK SAAT PROTEİNLERİNİN YAPISI 

Sirkadiyen saat, ritmik gen ekspresyonunu düzenleyen ve birbirleriyle etkileşen çekirdek saat 

proteinlerinden oluşur (Lowrey & Takahashi, 2011). CLOCK ve BMAL1, bHLH-PAS (basic 

helix-loop-helix-PER-ARNT-SIM) ailesine mensup transkripsiyon faktörleridir (N. Huang vd., 

2012a). Her iki protein de N-terminal bölgelerinde yer alan bHLH domainleri sayesinde 

DNA’ya bağlanabilirken, PAS-A ve PAS-B bölgeleri protein-protein etkileşimleri için 

gereklidir (D. Sharma & Partch, 2024; Xue vd., 2016). Bu etkileşimler sonucunda CLOCK ve 

BMAL1 bir heterodimer oluşturur ve bu kompleks, E-box (CACGTG) dizilerine bağlanarak 

hedef genlerin transkripsiyonunu başlatır (Lowrey & Takahashi, 2011). 
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PER proteinleri (PER1, PER2, PER3)’nin N-terminal bölgelerinde, serin açısından zengin 

alanlar bulunur ve bu bölgeler Casein Kinase 1 δ/ε (CK1δ/ε) tarafından fosforilasyona 

uğrayarak PER proteinlerinin stabilitesi, yarı ömrü ve nükleer translokasyonu üzerinde 

belirleyici rol oynar (Hirayama & Sassone-Corsi, 2009; Xing vd., 2017). Merkezi bölgelerinde 

yer alan PAS (PER-ARNT-SIM) domainleri, PER proteinlerinin hem kendi aralarında 

homodimerizasyonuna hem de Cryptochrome (CRY) proteinleri ile etkileşerek PER:CRY 

heterodimerleri oluşturmasına olanak tanır (Mihut vd., 2025; Xing vd., 2017). Bu 

heterodimerler daha sonra çekirdeğe taşınarak CLOCK:BMAL1 kompleksinin transkripsiyonel 

aktivitesini baskılar (Postolache & Raheja, 2016). 

CRY proteinleri ise fotoliyaz homolog bölgesi (PHR) ve değişken C-terminal kuyruktan oluşur 

(Parico & Partch, 2020). CRY proteinleri, PER proteinleriyle heterodimer oluşturarak 

sirkadiyen saat döngüsünün negatif kolunu düzenlerler. Bu etkileşim, PER'in C-terminali ile 

CRY'nin coiled-coil heliksi arasında gerçekleşir ve çinko iyonu aracılığıyla stabilize edilir 

(Ozber vd., 2010; Schmalen vd., 2014). Buna ek olarak CRY proteinlerinin C-terminal 

kuyruğu, sekonder cebi ve FAD bağlanma cebi sırasıyla BMAL1, CLOCK ve FBXL3/21 ile 

olan etkileşimleri açısından önemlidir (Gul vd., 2021; Miller vd., 2021; Rosensweig vd., 2018). 

 

 

 



13 

 

 

 

Şekil 2.4:  CLOCK:BMAL1 heterodimer yapısı, bHLH, PAS-A ve PAS-B bölgelerini içermektedir. 

Bağlayıcı (linker) bölgeler kırmızı veya turuncu renkte gösterilmiştir- (N. Huang vd., 2012). 

 SİRKADİYEN SAAT VE HASTALIK İLE İLİŞKİSİ 

Sirkadiyen saat, CLOCK, BMAL1, PER, CRY, REV-ERB ve ROR gibi çekirdek saat genleri 

tarafından düzenlenen geri besleme döngüleri ile çalışır. Bu genlerde meydana gelen 

mutasyonlar ya da işlev bozuklukları, biyolojik ritimlerin bozulmasına yol açarak çeşitli 

hastalıkların gelişiminde rol oynar (M. Ding vd., 2024). İlk olarak PER2 geninde meydana 

gelen S662G (Ser662Gly) mutasyonu, “Familial Advanced Sleep Phase Syndrome” (FASPS) 

olarak bilinen, bireylerin normalden çok daha erken uyuyup erken uyanmasına neden olan 

sirkadiyen uyku bozukluğu ile ilişkilendirilmiştir (Gu vd., 2012; Toh vd., 2001). Benzer 

şekilde, CK1δ geninde bulunan T44A mutasyonu da PER2 fosforilasyonunu bozarak FASPS 

fenotipine katkı sağlamaktadır (Xu vd., 2005). 

Diğer taraftan, CRY1 geninde gözlenen ve CRY1Δ11 varyantı olan c.1657+3A>C splicing 

mutasyonu, “Familial Delayed Sleep-Wake Phase Disorder” (DSWPD) olarak bilinen ve 

bireylerin uykuya geç başlama eğilimi gösterdiği bir durumla ilişkilendirilmiştir (Patke vd., 

2017; Smieszek vd., 2021). Bunlara ek olarak, Alzheimer gibi nörodejeneratif hastalıklarda 

uyku düzeninin bozulduğu, Parkinson hastalarında ise hastalığın erken evrelerinde uyku 

alışkanlıklarında değişikliklerin ortaya çıktığı görülmektedir. Bu değişiklikler, sirkadiyen 

ritmin genliğinin azalması ve faz kaymaları ile ilişkilidir (Shen vd., 2023; Videnovic & 

Golombek, 2013). 

Onkoloji alanında ise saat gen mutasyonlarının tümör mikroçevresinde hücre döngüsü, apoptoz 

ve DNA hasar onarımı gibi süreçleri etkilediği bilinmektedir (Battaglin vd., 2021). Örneğin, 

PER1 ve PER2 genlerinin ekspresyonunun baskılanması, çeşitli solid tümörlerde (özellikle 

meme kanserinde) hücresel proliferasyonu artırarak tümör ilerleyişine katkı sağlamaktadır 

(Yang vd., 2009). 

Metabolik hastalıklarla ilişkili olarak, BMAL1 geni knockout edilen hayvan modellerinde 

glukoz tolerans bozukluğu, insülin direnci ve obezite geliştiği gösterilmiştir (Jouffe vd., 2022). 

BMAL1 geninin insanlarda promotor bölgesindeki polimorfizmlerin de tip 2 diyabet ve 

metabolik sendromla ilişkili olduğu bildirilmiştir (Y.-D. Yang vd., 2023). Ayrıca, CLOCK 

geninde bulunan 3111T/C polimorfizmi, depresyon, bipolar bozukluk ve uykusuzluk gibi 
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nöropsikiyatrik hastalıklarla ilişkilendirilmiştir (Ozburn vd., 2016; Waddington Lamont vd., 

2007). Sonuç olarak, sirkadiyen saat genlerinde meydana gelen mutasyonlar veya 

polimorfizmler, sadece uyku-uyanıklık ritimlerini değil; metabolik, nörolojik, psikiyatrik ve 

onkolojik hastalıkları da doğrudan etkileyen temel moleküler mekanizmaları bozmaktadır. 

 SİRKADİYEN SAATİ MODÜLE ETME POTANSİYELİNE SAHİP KÜÇÜK 

MOLEKÜLLER 

Sirkadiyen saatin insan yaşamındaki temel işlevi ve modern yaşam tarzının bu döngüsel sistemi 

bozma riski, bilim insanlarını sirkadiyen sistemin farmakolojik olarak düzenlenmesine yönelik 

çözümler geliştirmeye yönlendirmiştir. Bu bağlamda, saat proteinlerini hedef alan küçük 

moleküller, ritmik biyolojik süreçlerdeki aksaklıkları düzeltme potansiyeli taşımaktadır. 

Genetik müdahalelere kıyasla, küçük moleküller zamanlaması kontrol edilebilir, dozu 

ayarlanabilir ve geri dönüşlü etkiler sunar. Bu özellikleri sayesinde moleküler düzeyde kritik 

müdahalelere olanak sağlarlar (Jiao vd., 2024; Y. Lee vd., 2021). Sirkadiyen ritmi modüle eden 

küçük moleküllerin belirlenmesinde iki ana yaklaşım öne çıkmaktadır. İlk yöntem, geniş çaplı 

kimyasal kütüphanelerin lüsiferaz raporlayıcı gen taşıyan hücre sistemleri kullanılarak 

taranmasıdır. Bu hücreler genellikle PER2::LUC veya Bmal1-dLuc gibi sirkadiyen ritme 

duyarlı raporlayıcılarla donatılmıştır (Hirota & Kay, 2015). Senkronizasyon işlemi sonrası 

(forskolin ya da deksametazon ile), hücreler çeşitli küçük moleküllerle işleme tabi tutulur ve 

biyolüminesans sinyalleri birkaç gün boyunca izlenir (Wallach & Kramer, 2015). Ritimde faz, 

genlik veya periyot değişikliklerine yol açan bileşikler, potansiyel aday olarak seçilir (Doruk 

vd., 2020). Bu tarama yöntemleriyle çok sayıda bileşik tanımlanmış ve bunlardan biri de KL001 

adlı CRY proteinlerini stabilize eden moleküldür (Hirota vd., 2012). 

İkinci yöntem ise, yapı-temelli ilaç tasarımı yaklaşımlarına dayanmaktadır. Sirkadiyen saat 

proteinlerinin kristal yapılarının belirlenmesi sayesinde, bu proteinlerle bağ kurabilecek 

moleküller sanal ortamda taranmakta, ardından laboratuvar koşullarında fonksiyonel etkileri 

doğrulanmaktadır (Gul & Kavakli, 2022). Bu yöntem sayesinde, CLOCK proteinine 

bağlanabilen CLK8 gibi moleküller keşfedilmiştir (Doruk vd., 2020). 

Bazı küçük moleküller ise, daha önce bilinen biyolojik etkileri sayesinde sirkadiyen sistemi 

etkileme kapasiteleri açısından sonradan değerlendirilmiştir. Örneğin, bir CK1 inhibitörü olan 

IC261, sirkadiyen periyodun uzamasına neden olduğu gözlemlenerek bu alanda tanımlanmıştır 
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(van Ooijen vd., 2013). Ayrıca, GSK-3β inhibitörleri gibi moleküllerin de saat ritmi üzerinde 

etkili oldukları ortaya konmuştur (Besing vd., 2015). Yeni bir çalışmada ise, CRY1 proteininin 

FAD bağlanma bölgesi sanal olarak taranmış ve M47 adlı küçük bir molekül keşfedilmiştir. 

M47, ubikitinasyonunu artırarak CRY1'in yarı ömrünü düşürür ve bu da sirkadiyen periyodu 

uzatır. M47'nin, UV taklit edici bir ajan olan oksaliplatin ile tedavi edildiğinde Ras-transformed 

p53-null fare fibroblast hücre hattında apoptozu artırdığı gösterilmiştir. Ayrıca, tümör insidansı 

yaşını geciktirerek p53 nakavt farelerinin yaşam süresini de artırır (Gul vd., 2022). Tüm bu 

bulgular, küçük moleküllerin sirkadiyen biyolojiyi düzenlemede güçlü araçlar olduğunu ve 

potansiyel terapötik uygulamalar için önemli bir kaynak oluşturduğunu göstermektedir. 
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3. MALZEME VE YÖNTEM 

 HÜCRE KÜLTÜRÜ 

Bu çalışmada çeşitli memeli hücre hatları kullanılmıştır: İnsan embriyonik böbrek hücre hattı 

HEK 293T, Bmal1 promotoru kontrolünde destabilize lüsiferaz geni eksprese eden insan 

osteosarkom hücre hattı U2OS Bmal1-dLuc. Tüm hücreler, yüksek glukoz içeren Dulbecco’s 

Modified Eagle Medium DMEM, (Gibco, Cat. No.: 11965092) içinde %10 ısı ile inaktive 

edilmiş Fetal Bovine Serum FBS (Gibco, Cat. No.: 16000044) ve %1 Penicillin-Streptomycin 

karışımı (Gibco, Cat. No.: 15140122) eklenmiş D10 besiyerinde kültüre edilmiştir. Hücreler, 

%95 nem, %5 CO₂ içeren 37°C sıcaklıktaki inkübatörlerde muhafaza edilmiştir. Hücre 

pasajlaması, hücrelerin konfluens seviyesine ulaşması ya da besiyerinin tükenmesi 

durumlarında gerçekleştirilmiştir. Öncelikle eski besiyeri aspire edilerek uzaklaştırılmış ve 

hücreler 1X fosfat tamponlu salin (PBS; 137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 10 mM Na₂HPO₄, 1.8 

mM KH₂PO₄, pH 7.4) ile yıkanmıştır. Ardından hücrelerin yüzeyden ayrılması için Trypsin-

EDTA (Multicell, Cat. No.: 325-043 EL) çözeltisi eklenmiş ve yaklaşık 2 dakika inkübe 

edilmiştir. Hücreler tamamen ayrıldıktan sonra, tripsini inaktive etmek amacıyla en az 3 katı 

hacminde D10 besiyeri eklenmiştir. Elde edilen hücre süspansiyonu uygun oranlarda (örneğin 

1:6) yeni kültür kaplarına (örneğin 10 cm petri kapları, NEST Biotechnology) aktarılmıştır. 

Ayrıca hücreler periyodik olarak e-Myco plus Mycoplasma PCR Detection Kit (LiliF 

Diagnostics, Kat. No.: 25237) kullanılarak mikoplazma kontaminasyonu açısından kontrol 

edildi. 

 SİTOTOKSİSİTE ANALİZİ (MTT TESTİ) 

Sitotoksisite analizlerinde insan osteosarkom hücre hattı U2OS Bmal1-dLuc kullanılmıştır. 

Hücreler, %10 fetal bovin serumu (FBS), 100 µg/mL streptomisin, 100 µg/mL penisilin ve 2 

mM L-Glutamin içeren filtrelenmiş Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) ortamında, 

%5 CO₂ ve %95 nem koşullarında 37°C’de kültüre edilmiştir. Hücreler düzenli olarak 

pasajlanarak sağlıklı büyüme koşulları korunmuştur. Deneysel uygulamalarda, her bir 

kuyucuğa 4000 hücre gelecek şekilde şeffaf 96 kuyucuklu kültür plakalarına üçlü tekrarlarla 

ekim yapılmıştır. Hücreler 48 saat inkübe edildikten sonra, farklı konsantrasyonlarda test 

bileşikleri içeren DMEM ortamı ile muamele edilmiştir (final DMSO konsantrasyonu %0.4 

olacak şekilde ayarlanmıştır). Ardından hücreler 48 saat daha inkübe edilmiştir. İnkübasyon 
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süresinin sonunda, hücre canlılığını değerlendirmek amacıyla MTT çözeltisi (neoFroxx, Cat. 

No.: 298-93-1) (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromür; final konsantrasyon: 

1 mg/mL) DMEM ile hazırlanarak hücrelerin üzerine eklenmiştir. Hücreler 4 saat MTT 

çözeltisi ile inkübe edildikten sonra, oluşan mor formazan kristallerinin çözünmesi için ortam, 

DMSO:EtOH (1:1) karışımı ile değiştirilmiştir. Elde edilen renk yoğunluğu, mikroplaka 

okuyucusu (Synergy H1, BioTek Instruments) kullanılarak 600/690 nm dalga boylarında 

ölçülmüştür. Hücre canlılığı, absorbans değerlerine göre hesaplanmıştır. Negatif kontrol grubu 

olarak, %5 DMSO ile muamele edilen hücreler kullanılmıştır. Her molekül veya DMSO için 

her deneyde en az üç tekrar yapıldı ve her deney üç kez gerçekleştirildi. 

Hücre Canlılığı (%): 
(A600 nm −  A690 nm) İlaç

(A600 nm −  A690 nm) DMSO
 x 100 

  

 PROTEİN YIKIM (DEGRADASYON) ANALİZİ 

Protein degradasyonu analizi, geçici olarak transfekte edilmiş HEK 293T hücrelerinde 

gerçekleştirilmiştir. Her bir kuyucuğa 4×10⁴ hücre gelecek şekilde, opak 96 kuyucuklu plaklara 

üçlü tekrarlar halinde hücre ekimi yapılmıştır. Deneylerde ters transfeksiyon (reverse 

transfection) yöntemi kullanılmıştır. Hücreler, deneyin tasarımına bağlı olarak pcDNA4-Luc (4 

ng) veya pcDNA4-Bmal1:Luc (50 ng) plazmitleri ile, pCMV-Sport6-CLOCK plazmidi (250 

ng) varlığında veya yokluğunda, PEI (final konsantrasyon: 6 ng/µL) aracılığıyla transfekte 

edilmiştir. Her koşulda toplam plazmit miktarı 300 ng ile sınırlandırılmıştır. Eğer transfekte 

edilen plazmit miktarı 300 ng’nin altında kalıyorsa, eksik miktar boş pCMV-Sport6 plazmiti 

ile tamamlanmıştır. Ters transfeksiyonun ardından hücrelere uygun dozlarda E9 molekülü 

uygulanmış ve hücreler 37°C’de, %5 CO₂ içeren inkübatörde inkübe edilmiştir. Ertesi gün, 

hücre ortamına HEPES-NaOH tamponu (final konsantrasyon: 10 mM, pH 7.2) ve lüsiferin 

(final konsantrasyon: 0.4 mM) (Promega, Kat. No.: E160C) eklenerek, hücreler 1 saat daha 

37°C’de inkübe edilmiştir. Daha sonra, protein sentezini durdurmak amacıyla hücreler 

siklohekzimitin (CHX) (final konsantrasyon: 20 µg/mL) (Sigma, Kat. No.: 66819) ile muamele 

edilmiştir. Plaka, optik olarak şeffaf bir film olan PCR sızdırmazlık filmi (NEST, Kat. No.: 

410001) ile kapatılmış ve Synergy H1 Mikroplaka Okuyucusuna (Bio-Tek Instruments) 

yerleştirilmiştir. Hücrelerden gelen lüminesans sinyalleri, 32°C'de 24 saat boyunca her 15 

dakikada bir kaydedilmiştir. Protein yarı ömrü hesaplamalarında tek evreli (one-phase) üstel 
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bozunma (exponential decay) fonksiyonu kullanılmıştır. Her molekül veya DMSO için her 

deneyde en az üç tekrar yapıldı ve her deney üç kez gerçekleştirildi. 

 SİRKADİYEN SALINIMLARIN GERÇEK ZAMANLI TAKİBİ 

Sirkadiyen ritim salınımlarının gerçek zamanlı takibi için U2OS Bmal1-dLuc hücre hattı 

kullanılmıştır. Lüminesans sinyallerinin kaydedilmesi amacıyla LumiCycle 32 cihazı 

(Actimetrics, ABD) kullanılmıştır. Hücreler, 35 mm çapındaki hücre kültürü kaplarına, her biri 

4.5 × 10⁵ hücre içerecek şekilde ekilmiş ve bir gece boyunca 37°C’de, %5 CO₂ içeren 

inkübatörde inkübe edilmiştir. Ertesi gün, hücrelerin senkronizasyonu amacıyla, hücre ortamı 

0.1 µM Deksametazon (Sigma, Cat. No.: D8893) içeren DMEM ile değiştirilmiştir. Hücreler 

bu ortamda 2 saat inkübe edildikten sonra, bu karışım atılmış ve yerine kayıt için hazırlanmış 

karışım ortamı içeren E9 karışımı eklenmiştir. Bu ortam; 10 g düşük 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 içerecek şekilde hazırlanmıştır. Hazırlanan 

hücre kültür kapları buharlaşmayı önlemek amacıyla silikon gres (Winkel, Cat. No.: W150212-

1) ile kapatılmış ve hemen ardından LumiCycle cihazına yerleştirilmiştir. Cihaz, her bir kaptan 

gelen lüminesans sinyallerini 10 dakikalık aralıklarla, 37°C’de 5–7 gün boyunca sürekli olarak 

kaydetmiştir. Elde edilen veriler, sirkadiyen ritimdeki değişimlerin değerlendirilmesi amacıyla 

LumiCycle Analysis yazılımı (Actimetrics) kullanılarak analiz edilmiştir. 

 SDS-PAGE VE WESTERN BLOT ANALİZİ 

Bu çalışmada protein izolasyonu ve analizleri için U2OS hücre hattı kullanılmıştır. Öncelikle 

hücrelerin üzerindeki kültür ortamı (D10) uzaklaştırılmış ve hücreler 1X PBS ile yıkanmıştır. 

Ardından hücreler üzerine Trypsin-EDTA eklenerek hücrelerin yüzeyden ayrılması sağlanmış; 

bu işlem yaklaşık 1–2 dakika sürmüştür. Tripsin aktivitesi, ortam üzerine D10 eklenerek 

durdurulmuştur. Hücre süspansiyonu mikro santrifüj tüplerine toplanmış ve 4°C’de, 3500 g 

kuvvetinde 5 dakika santrifüj edilmiştir. Elde edilen süpernatan atılmış, hücre pelletleri soğuk 

1X PBS ile yıkandıktan sonra aynı koşullarda yeniden santrifüj edilmiştir. Son olarak 

süpernatan tekrar uzaklaştırılmış, hücre pelletleri -20°C’de protein izolasyonu yapılana kadar 

saklanmıştır. 
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U2OS hücrelerinden elde edilen pelletler buz üzerinde çözündürülmüş ve RIPA tamponu (50 

mM Tris-HCl pH 7.4, 150 mM NaCl, %1 Triton X-100, %0.1 SDS, taze eklenmiş %1 proteaz 

inhibitör kokteyli (PIC) (Thermo Scientific, Cat. No.: 78429)ile lizize edilmiştir. Tüpler 15 

dakika buzda bekletildikten sonra vortexlenmiş ve tekrar 15 dakika buzda tutulmuştur. 

Sonrasında 15.000 g’de, 4°C’de, 15 dakika santrifüj edilerek süpernatan kısmındaki çözünmüş 

proteinler yeni tüplere alınmıştır. Çökelti kısmı atılmıştır. 

Protein konsantrasyonları, Pierce 660 nm Protein Tayin Reaktifi (Thermo Scientific, Cat. No.: 

22660) kullanılarak belirlenmiştir. Örneklerden 1 μL alınarak 9 μL saf su ile seyreltilmiş, 96 

kuyucuklu şeffaf plakalara teknik ikili tekrarlarla yüklenmiştir. RIPA tamponu da boş (blank) 

kontrol olarak kullanılmıştır. Her kuyucuğa 150 μL reaktif eklenmiş ve Synergy H1 Mikroplaka 

Okuyucu (Bio-Tek Instruments) ile 660 nm dalga boyunda absorbans ölçülmüştür. Protein 

miktarları, BSA standart eğrisi kullanılarak hesaplanmıştır. Elde edilen örneklere 1X Laemmli 

yükleme tamponu (250 mM Tris-HCl pH 6.8, %40 gliserol, %4 SDS, %0.005 bromofenol 

mavisi, %10 β-merkaptoetanol) eklenmiş, 95°C'de 10 dakika kaynatılmış ve -20°C’de 

saklanmıştır. 

U2OS hücrelerinden izole edilen proteinler, hedef proteinlerin moleküler ağırlıklarına göre 

ayrıştırmak ve kantitatif analiz yapmak amacıyla SDS-PAGE yöntemi ile elektroforeze tabi 

tutulmuştur. Örneklerden 10–15 μg protein, %8–12 yoğunlukta poliakrilamid jel içerisine 

yüklenmiştir. Jeller önce 90V’de 30 dakika, ardından 110V’de 60 dakika çalıştırılmıştır. 

Western Blot işlemi kapsamında, proteinler metanol ile aktive edilmiş PVDF membranlara 

(Merck Millipore, 0.45 µm pore size Hyrophobic Transfer Membrane, Cat. No.: IPVH00010), 

transfer edilmiştir. Transfer işlemi 95V’de 90 dakika sürmüştür. Membranlar, %5 süt çözeltisi 

(TBS-T içinde çözünmüş yağsız süt tozu) ile 1 saat bloklanmıştır. Bloklama sonrası 

membranlar, birincil antikorlarla oda sıcaklığında 2 saat ya da 4°C’de 16–19 saat inkübe 

edilmiştir. Ardından membranlar TBS-T ile üç kez 5’er dakika yıkanmış, ikincil antikorlarla 1 

saat oda sıcaklığında inkübasyona alınmıştır. Son olarak tekrar aynı şekilde yıkanarak kendin 

yap ECL çözeltisi ile görüntülenmiş ve ChemiDoc Görüntüleme Sistemi (Bio-Rad) kullanılarak 

bantlar kaydedilmiştir. 

Deneylerde kullanılan birincil antikorlar: anti-PER2 (Proteintech, Kat. No.: 67513-1-1g), anti-

CLOCK (Bethyl, Kat. No.: A302-618A), anti-BMAL1 (Santa Cruz Biotechnology, Kat. No.: 
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sc-365645), anti-CRY1 (Bethyl, Kat. No.: A302-614A), anti-ß-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 kullanılan ikincil antikorlar: anti-Mouse IgG, HRP bağlantılı (Cell Signaling, Kat. 

No.: 7076S), anti-Rabbit IgG, HRP bağlantılı (Cell Signaling, Kat. No.: 7074S). 

 TOTAL RNA İZOLASYONU VE RT-QPCR ANALİZİ 

E9 küçük molekülünün çekirdek saat genleri üzerindeki etkisini incelemek amacıyla RT-qPCR 

yöntemi kullanılmıştır. Bu analiz için, senkronize edilmemiş U2OS Bmal1-dLuc hücrelerinden 

toplam RNA, TRIzol reaktifi (Invitrogen, Kat. No. 15-596-018) kullanılarak izole edilmiştir. 

Hücreler 1 mL TRIzol ile süspanse edildikten sonra her örneğe 200 μL kloroform eklenmiş ve 

karışımlar oda sıcaklığında 5 dakika inkübe edilmiştir. Sonrasında örnekler 4°C'de 14.000 

xg’de 20 dakika santrifüj edilmiştir. Oluşan sulu faz dikkatlice yeni bir tüpe alınarak her örnek 

için 1:1 oranında izopropanol ve 12 μg glikojen ile karıştırılmıştır. Bu karışımlar -80°C’de 1,5 

saat boyunca inkübe edilmiştir. Takiben örnekler 4°C’de 14.000 xg’de 20 dakika daha santrifüj 

edilerek tüpün dibinde oluşan pelletler 1 mL %75 etanol ile üç kez yıkanmıştır. Her yıkama 

sonrası 5 dakika 14.000 xg’de santrifüj işlemi uygulanmış ve süpernatanlar uzaklaştırılmıştır. 

Son yıkama sonrasında pelletler oda sıcaklığında hava ile kurutulmuş, ardından 30 μL nükleaz 

içermeyen su ile çözülmüştür. RNA örneklerinin konsantrasyon ve saflık ölçümleri, NanoDrop 

2000 spektrofotometresi (Thermo Scientific) ile gerçekleştirilmiştir. RNA bütünlüğünü 

değerlendirmek amacıyla, örnekler %0.8 oranında hazırlanmış agaroz jel üzerine yüklenmiş ve 

100V gerilimde 15 dakika süreyle jel elektroforezi uygulanmıştır. Jel hazırlığında Tris-asetat-

EDTA (TAE) tamponu, Dietilpirokarbonat (DEPC) ile muamele edilmiş su ile hazırlanmıştır. 

Deney sürecinde olası kontaminasyonunu önlemek amacıyla tüm ekipmanlar RNaseZAP 

(Sigma R2020) ile dezenfekte edilmiştir. İzole edilen RNA'lar cDNA sentezi için hemen 

kullanılmış, kullanılmayan kısımlar -80°C'de saklanmıştır. 

RNA izolasyonunun ardından, toplam RNA’ların cDNA sentezi için Thermo Scientific 

RevertAid First Strand cDNA Sentez Kiti (Thermo Scientific, Cat. No.: K1622) kullanılarak 

gerçekleştirildi. Her bir reaksiyon için 500 ng toplam RNA, 1 μl Oligo(dT) 20 (Genaxxon 

Bioscience, Cat. No.: M3039.0150) primer ve nükleaz içermeyen su ile toplam hacim 12 μl’ye 
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tamamlanarak hazırlanan karışım, kısa santrifüj işleminden sonra 65 °C’de 5 dakika inkübe 

edildi ve ardından 4 °C’de bekletildi. Bu sırada, 4 μl 5X reaksiyon tamponu, 1 μl Ribolock 

RNaz inhibitörü, 2 μl dNTP karışımı (10 mM) ve 1 μl RevertAid M-MuLV Reverse 

Transcriptase içeren ana karışım hazırlandı. İlk adım sonrası 8 μl ana karışım her bir tüpe 

eklenerek toplam reaksiyon hacmi 20 μl’ye ulaştırıldı. Reaksiyon, 42 °C’de 1 saatlik 

inkübasyon ve 70 °C’de 5 dakika ile sonlandırıldı. Elde edilen cDNA’lar, nükleaz içermeyen 

su ile 1:5 oranında seyreltilerek -20 °C’de saklandı. 

Gerçek zamanlı PCR (qPCR) analizleri için her örnek özelinde; 10 μL 2X SensiFAST SYBR® 

No-ROX Mix (Bioline, Cat. No.: CSA-01133), 1 μL ileri ve geri primer karışımı (her bir 

primerin son konsantrasyonu 0.5 μM), 6 μL nükleaz içermeyen su ve 3 μL 1:40 oranında 

seyreltilmiş cDNA içeren bir reaksiyon karışımı hazırlanmıştır. Kullanılan tüm primer dizileri 

Tablo 3.1’de ayrıntılı olarak verilmiştir. RPLP0 geni, normalize edici referans gen olarak 

seçilmiştir. Hazırlanan reaksiyon karışımları Bio-Rad CFX Connect Gerçek Zamanlı PCR 

sistemi ile aşağıdaki protokole göre yürütülmüştür: Başlangıçta 95 °C’de 7 dakikalık 

denatürasyon adımının ardından, 40 döngü boyunca sırasıyla 95 °C’de 8 saniye denatürasyon, 

60 °C’de 10 saniye primer bağlanması ve 72 °C’de 20 saniye uzama aşamaları uygulanmıştır. 

Her döngü sonunda floresans sinyalleri kaydedilmiştir. Amplifikasyonun tamamlanmasının 

ardından, örnekler sırasıyla 95 °C’de 8 saniye, 70 °C’de 5 saniye ve 90 °C’de 5 saniye inkübe 

edilmiştir. Son floresan sinyal kaydı 70 °C’de 5 saniyelik inkübasyonun ardından alınmıştır. 

Gen ekspresyon seviyelerinin karşılaştırmalı analizi, delta-delta Ct (2^-ΔΔCt) yöntemi ile 

gerçekleştirilmiştir. 
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Tablo 3.1: RT-qPCR analizi için kullanılan ileri (forward) ve ters (reverse) primer dizileri. 

Gen Adı İleri Primer Dizisi 

(5’ten 3’ yönüne doğru) 

Ters Primer Dizisi 

(5’ten 3’ yönüne doğru) 

hsRPLP0 TGTGGGAGCAGACAATGTGG CATTCCCCCGGATATGAGGC 

hsCLOCK GGCACCACCCATAATAGGGTA TGTTGCCCCTTAGTCAGGAAC 

hsBMAL1 GCCCATTGAACATCACGAGTAC CCTGAGCCTGGCCTGATAGTAG 

hsPER2 AGTTGGCCTGCAAGAACCAG ACTCGCATTTCCTCTTCAGGG 

hsCRY1 ACAGGTGGCGATTTTTGCTTC TCCAAAGGGCTCAGAATCATACT 

hsDBP GAGGAACTTAAGCCCCAGCC CTCGTTGTTCTTGTACCGCC 

 

 HÜCRE İÇİ FRAKSİYONLAMA VE WESTERN BLOT ANALİZİ 

E9 molekülünün çekirdek saat proteinlerinin hücre içi lokalizasyonu üzerindeki etkilerini 

incelemek amacıyla sitoplazmik ve nükleer fraksiyonlama işlemleri gerçekleştirilmiştir. U2OS 

Bmal1-dLuc hücreleri, her bir 6 kuyucuklu plaka kuyucuğuna 4×10⁵ hücre olacak şekilde 

ekilmiştir. Ertesi gün, hücrelere %0.4 oranında DMSO (kontrol) ve 20 μM E9 içeren karışım 

uygulanmıştır. Küçük molekül maruziyetinden 24 saat sonra hücreler toplanarak fraksiyonlama 

işlemi yapılmıştır. 

Hücreler buz soğukluğundaki 1 mL 1X PBS ile toplanarak 5000xg’de 7 dakika, 4°C’de santrifüj 

edilmiştir. Süpernatan atıldıktan sonra pelletler, 200 μL Sitoplazmik Lizis Tamponu (Cytosolic 

Lysis Buffer, CLB) (10 mM HEPES pH 7.9, 10 mM KCl, 0.1 mM EDTA pH 8.0, %0.05 NP-

40, 1X proteaz inhibitör karışımı - PIC) ile yeniden süspanse edilerek buz üzerinde 10 dakika 

inkübe edilmiştir. Ardından örnekler 660xg’de 5 dakika (4°C) santrifüj edilmiştir. Üst faz 

(süpernatan) sitoplazmik fraksiyon olarak yeni tüplere alınırken, kalan pelletler 200 μL CLB 

ile üç kez yıkanmıştır. Her yıkama adımının ardından aynı santrifüj koşulları uygulanmıştır. 

Yıkama sonrası kalan pelletler, 100 μL Nükleer Lizis Tamponu (Nuclear Lysis Buffer, NLB) 

(20 mM HEPES pH 7.9, 0.4 M NaCl, 1 mM EDTA, %10 Gliserol, 1X PIC) ile süspanse 

edilmiştir. Hücreler, BANDELIN SONOPULS HD 2070 sonikatör cihazı kullanılarak %60 

güçte, her biri 10 saniye süren üç döngü halinde iki kez sonikasyona tabi tutulmuştur. Ardından 
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hem nükleer hem de sitoplazmik fraksiyonlar 15000xg’de 5 dakika süreyle santrifüj edilmiştir. 

Elde edilen fraksiyonlar yeni tüplere alınarak Western blot analizine tabi tutulmuştur. 

Western blot için her numune için 15 g protein %12 SDS jele yüklendi. Deneylerde kullanılan 

birincil antikorlar: anti-PER2 (Proteintech, Kat. No.: 67513-1-1g), anti-CLOCK (Bethyl, Kat. 

No.: A302-618A), anti-BMAL1 (Santa Cruz Biotechnology, Kat. No.: sc-365645), anti-CRY1 

(Bethyl, Kat. No.: A302-614A), anti-CRY2 (Bethyl, Kat. No.: A302- 615A), anti- -TUBULIN 

(Proteintech, Kat. No.: 11224-1-AP) sitozolik fraksiyonlar için dahili kontrol olarak kullanıldı 

ve anti-HISTONE H3 (Proteintech, Kat. No.: 17168-1-AP) nükleer fraksiyonlar için dahili 

kontrol olarak kullanıldı. 

 KO-İMMUNOPRESİPİTASYON (CO-IP) ANALİZİ 

HEK293T hücreleri, her bir kuyuya 0.3 × 10⁶ hücre olacak şekilde 6 kuyulu plakalara ekilmiş 

ve %10 FBS ve %1 Penicillin/Streptomycin içeren DMEM besiyerinde, transfeksiyondan 24 

saat önce kültüre alınmıştır. Transfeksiyonun yapılacağı gün, hücrelerin yaklaşık %70–80 

konfluente ulaşmış olması sağlanmıştır. Plazmid karışımı; 500 ng FLAG etiketli Bmal1-

pcDNA-4-A ve 1000 ng Clock-pCMV-Sport6 plazmidleri ile hazırlanmış ve 200 μL DMEM 

içerisinde 3 μL PEI (Polietilenimin) reaktifi ile karıştırılarak oda sıcaklığında 20 dakika inkübe 

edilmiştir. Ardından bu karışım hücrelerin bulunduğu kültür plakasına eklenmiştir. 

Transfeksiyon sonrası hücreler, yukardaki bölümlerde açıklandığı şekilde toplanmıştır. Elde 

edilen hücre pelletleri, 300 μL soğuk lizis tamponu (50 mM Tris-HCl pH 7.4, 150 mM NaCl, 

%5 gliserol, %1 Triton X-100, 100 μM PMSF ve 1:100 oranında proteaz inhibitör kokteyli) ile 

süspanse edilerek buz üzerinde 30 dakika bekletilmiştir. 

FLAG etiketli proteinlerin saflaştırılması için kullanılan affinite reçineleri (Sigma, Katalog No: 

A4596) önce TBS ile üç kez yıkanmış, ardından 0.1 M Glisin-HCl (pH 3.5) ile aktive edilmiştir. 

Hücre lizatlarının süpernatanları, dengeye getirilmiş reçinelerin üzerine aktarılmış ve karışım 

+4°C’de gece boyunca dikey rotasyonda inkübe edilmiştir. Ertesi gün, örnekler 5000 g’de 30 

saniye santrifüj edilerek süpernatanlar uzaklaştırılmış ve reçineler TBS ile üç kez yıkanmıştır. 

Son yıkama adımının ardından, reçinede tutulan proteinler 95°C’de 7 dakika boyunca ısıl işlem 

görmüş Laemmli tamponu (250 mM Tris-HCl pH 6.8, %40 gliserol, %4 SDS, %0.02 

bromofenol mavisi, %10 taze hazırlanmış β-merkaptoetanol) ile çözülerek izole edilmiştir. Elde 
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edilen protein örnekleri Western blot analizine tabi tutulmuştur. İlk olarak membran, anti-

FLAG antikoru (Sigma, A9469) ile inkübe edilmiştir. BMAL1 proteinini saptamak amacıyla 

HRP (Horseradish Peroxidase) ile konjuge edilmiş anti-mouse sekonder antikor (Santa Cruz 

Biotechnology, Katalog No: 516102) kullanılmıştır. Membran, Advansta Strip-It tamponu 

(Katalog No: R03722-D50) ile sıyrıldıktan sonra, CLOCK proteinini tespit etmek için anti-

CLOCK primer antikoru (Bethyl, A302-617A) ile yeniden inkübe edilmiş ve ardından HRP-

konjuge anti-rabbit sekonder antikor (Cell Signaling Technology, 7074) ile görselleştirme 

yapılmıştır. 

 İSTATİKSEL ANALİZ 

Veriler ortalama ± SEM (Ortalamanın Standart Hatası) olarak ifade edilmiş ve istatistiksel 

anlamlılık GraphPad Prism (GraphPad Software, California, ABD) programı kullanılarak 

Student’s t-testi ile tek yönlü ANOVA veya iki yönlü ANOVA uygulandı değerlendirilmiştir. 

Her deneysel kurulum en az üç biyolojik tekrar içeriyordu. MTT toksisite testi ve protein yıkım 

(degredasyon) testi her biyolojik tekrarda 4 teknik tekrar içeriyordu ve RT-qPCR her biyolojik 

tekrarda 2 teknik tekrar içeriyordu. İstatistiksel anlamlılık düzeyleri *p< 0.05, **p< 0.01 ve 

***p< 0.001 olarak ****p < 0.0001 kabul edilmiştir. 
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4. BULGULAR 

 KÜÇÜK MOLEKÜLLERİN YAPI TABANLI İLAÇ TASARIMI 

YÖNTEMİYLE İN SİLİKO TARAMA SÜRECİ 

Çekirdek saat proteinlerinin kristal yapılarının belirlenmesi, CLOCK ve BMAL1'in benzer 

bHLH, PAS-A ve PAS-B bölgeleri içerdiğini ve bu proteinlerin üç ayrı etkileşim yüzeyi 

üzerinden birbirleriyle bağlandığını göstermiştir. PAS bölgeleri, çeşitli kofaktörlerle etkileşime 

girebildikleri için ilaç geliştirme açısından uygun hedeflerdir. Daha önce yapılan bir çalışmada 

(Doruk vd., 2020) yaklaşık 2 milyon küçük molekül CLOCK proteinine karşı sanal taramaya 

tabi tutulmuştur. Bu tarama sonucunda bağlanma enerjileri yüksek olan 94 adet ticari olarak 

ulaşılabilir küçük molekül sentezlenmiştir. Bu moleküllerden biri olan E9, detaylı olarak analiz 

edilmiş ve sirkadiyen saat üzerindeki etkileri kapsamlı bir şekilde karakterize edilmiştir. 

 

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

 

 SİTOTOKSİSİTE ANALİZİ (MTT TESTİ) SONUÇLARI 

Bu testte U2OS Bmal1-dLuc hücre hattında, E9 molekülünün sitotoksik etkisini 

değerlendirdim. Hücreler, 20 μM E9 ile muamele edilerek deney grubu oluşturulmuş; kontrol 

grubu ise yalnızca %0.4 DMSO içeren ortamla işleme tabi tutulmuştur (bu durum, E9’un 0 μM 
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konsantrasyonu olarak kabul edilmiştir). Ayrıca, literatürde yüksek toksisiteye sahip olduğu 

bilinen %5 DMSO pozitif kontrol olarak kullanılmıştır. Yapılan analizler sonucunda, 20 μM 

E9 uygulanan hücrelerdeki canlılık oranı ile kontrol grubundaki hücreler arasında anlamlı bir 

fark gözlenmemiştir. Bu bulgu, E9’un bu hücre hattında 20 μM’e kadar olan dozlarda sitotoksik 

etki göstermediğini ortaya koymuştur (Şekil 4.2). Bu doğrultuda, 20 μM’nin altında kalan 10 

μM, 5 μM, 2.5 μM, 1.25 μM ve 0.625 μM konsantrasyonlarının da toksik olmadığı varsayılmış 

ve bu konsantrasyonlar ilerleyen deneylerde doza bağlı yanıtların incelenmesinde 

kullanılmıştır. 

 

Şekil 4.2: E9’un U2OS Bmal1-dLuc hücre hattı üzerindeki toksisite çalışması. 

 

E9 molekülünün hücre canlılığı üzerindeki etkisini değerlendirmek amacıyla U2OS hücre 

hattında MTT sitotoksisite analizi gerçekleştirilmiştir. Hücre plakaya ekimden 48 saat sonra E9 

ile muamele edilmiş ve ardından 48 saatlik bir inkübasyon sürecine bırakılmıştır. Hücre 

canlılığına ilişkin absorbans ölçümleri Synergy H1 Mikroplaka Okuyucu cihazı kullanılarak 

alınmıştır. Elde edilen veriler, %0.4 DMSO içeren kontrol grubuna göre normalize edilmiştir. 

Sonuçlar ortalama ± standart hata (SEM) şeklinde ifade edilmiş olup, her deney üç tekerrür 

(n=3) ile yürütülmüştür ****p < 0.0001. 
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 PROTEİN YIKIM (DEGRADASYON) ANALİZİ SONUÇLARI 

Bu tezde kullanılan birçok yöntem, lüsiferaz bazlı analizlere dayanmaktadır. Bu nedenle, E9 

molekülünün lusiferaz (LUC) enziminin lüminesans özelliklerini doğrudan etkileyip 

etkilemediğini kontrol etmek amacıyla, E9 molekülünün LUC aktivitesi üzerindeki potansiyel 

etkisi analiz edilmiştir. Şekil 4.3’te görüldüğü üzere, E9 molekülünün lüsiferaz enzim aktivitesi 

üzerinde belirgin bir etkisi tespit edilmemiştir. 

          

Şekil 4.3: E9 molekülünün lüsiferazın yarı ömrüne etkisinin değerlendirilmesi. 

 

 

E9 molekülünün lüsiferaz enziminin yarı ömrü üzerindeki etkisini belirlemek amacıyla HEK 

293T hücreleri, pcDNA-Luc plazmidi ile transfekte edilmiştir. Transfeksiyonun ardından 

hücrelere %0.4 DMSO içeren E9 molekülü uygulanmış ve lüsiferaz sinyali, sinyal şiddeti 

sabitlenene kadar izlenmiştir. Şekil 4.3.A’da E9 molekülü uygulama sonrası lüsiferaz yarı ömrü 

üzerindeki etkisinin zamana bağlı olarak değişimi gösterilmiştir. Şekil Şekil 4.3. B’de ise elde 

edilen verilerin grafiksel olarak sunulan kantitatif analizi yer almaktadır. Elde edilen sonuçlara 

göre E9 molekülü, lüsiferaz protein yarı ömrü üzerinde anlamlı bir değişikliğe neden 

olmamıştır. Veriler, ortalama ± standart hata (SEM) olarak ifade edilmiş olup, deneyler üç 

bağımsız tekrar (n=3) ile gerçekleştirilmiştir. 

 

 

 

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

0

200000

400000

600000

Zaman (gün)

Y
o
ğ
u

n
lu

k
 (

B
a
ğ
ıl

 I
şı

k
 B

ir
im

i)

0

 20 uM

10 uM

5 uM

 2,5 uM

 1,25 uM

A

0 20 10 5  2.5 1.25

0.00

0.05

0.10

0.15

0.20

0.25

E9 (μM) 
Y

a
rı

 Ö
m

ü
r(

 s
a
a
t)

ns

B



28 

 

 

 

 SİRKADİYEN SALINIMLARIN GERÇEK ZAMANLI TAKİBİ 

Şekil 4.4’te görüldüğü gibi, U2OS Bmal1-dLuc hücreleri, E9 molekülünün 5 μM ile 20 μM 

arasındaki konsantrasyonlarıyla muamele edilerek LumiCycle cihazında sirkadiyen ritimleri 

izlenmiştir. Elde edilen veriler, E9 molekülünün hücrelerin sirkadiyen periyot uzunluğunu 20 

μM doza bağımlı olarak uzattığını göstermiştir (Şekil 4.4). Kontrol grubunda (DMSO ile 

muamele edilen hücreler) periyot uzunluğu ortalama 24 saat olarak belirlenirken, en yüksek 

doz olan 20 μM’da bu sürenin ortalama 26.70’e saate çıktığı tespit edilmiştir. 

 

   

Şekil 4.4:  E9 molekülünün 5 μM ile 20 μM arasındaki konsantrasyonlarının U2OS Bmal1-dLuc 

hücrelerinde sirkadiyen periyot uzunluğuna etkisinin biyolüminesans yöntemiyle 

değerlendirilmesi. A) Kontrol grubu:  %0.4 DMSO ve E9 molekülü uygulanmış U2OS Bmal1-

dLuc hücreleri,  B) E9 molekülünün U2OS Bmal1-dLuc hücrelerinde genliğe etkisi C) E9 

molekülünün U2OS Bmal1-dLuc hücrelerinde sirkadiyen saat periyoduna etkisi. D ) E9 

molekülünün U2OS Bmal1-dLuc hücrelerinde sirkadiyen saat fazına etkisi.  

 

 

0 1 2 3 4

0

1000

2000

3000

4000

Zaman (gün)

L
ü

m
in

es
a
n

s 
(s

a
y
ıs

ı/
sn

)

0 µM

 5 µM

 10 µM

20 µM

U2OS Bmal1-dLucA

0 5 10 20

0

200

400

600

800

1000

E9 (μM) 

G
en

li
k

 (
sa

y
ıs

ı/
sn

)

U2OS Bmal1-dLuc

ns

B

0 5 10 20

0

5

10

15

20

E9 (μM) 

F
a
z 

(s
a
y
ıs

ı/
sn

)

U2OS Bmal1-dLuc

ns

D



29 

 

 

 

 

Şekil 4.4’te görüldüğü gibi U2OS Bmal1-dLuc hücrelerinde, DMSO (nihai konsantrasyon 

%0.4) ve farklı E9 molekülünün farklı konsantrasyonları (n=3)  ile gerçekleştirilen hücre 

temelli biyolüminesans analizi kapsamında, hücreler LumiCycle (Actimetrics) cihazı 

kullanılarak 4 gün boyunca sürekli olarak izlenmiştir. Verilerin analizinde, ilk güne ait ölçümler 

çıkarılarak sirkadiyen ritim dalgalanmaları değerlendirilmiştir. U2OS Bmal1-dLuc 

hücrelerinde sirkadiyen periyot uzunluğunu 20 μM doza bağlı şekilde artırarak belirgin bir doz-

yanıt ilişkisi ortaya koymuştur (Şekil 4.4). Elde edilen bulgular, E9 molekülünün genlik 

üzerinde anlamlı bir etkisinin olmadığını göstermiştir. (Şekil 4.4, B) Elde edilen bulgular, E9 

molekülü uygulamasının 20 μM konsantrasyonda analizi yapılan hücrelerin sirkadiyen periyot 

uzunluğunda anlamlı bir uzamaya neden olduğunu göstermiştir (Şekil 4.4, C). Elde edilen 

bulgular, E9 molekülünün sirkadiyen saat fazı üzerinde anlamlı bir etkisinin olmadığını 

göstermiştir (Şekil 4.4, D). Veriler ortalama ± standart hata (SEM) şeklinde sunulmuş olup, 

istatistiksel anlamlılık değerlendirmesi Student’s t-testi ile yapılmıştır. Anlamlılık düzeyleri *p 

< 0.05, **p < 0.01 olarak belirtilmiştir. 

 

 E9 MOLEKÜLÜ UYGULAMASININ SİRKADİYEN SAATİN ÇEKİRDEK 

PROTEİN BİLEŞENLERİ DÜZEYLERİ ÜZERİNDEKİ ETKİSİ 

E9 molekülünün sirkadiyen ritim üzerindeki etkileri değerlendirildikten sonra, bu bileşiğin 

temel saat proteinleri üzerindeki etkisi Western blot yöntemiyle analiz edilmiştir. Senkronize 

edilmemiş U2OS Bmal1-dLuc hücreleri, doz olarak 20 μM E9 molekülü ile muamele edilmiştir. 

Hücrelerin toplanmasının ardından elde edilen protein ekstraktları SDS-PAGE ile ayrıştırılmış 

ve Western blot analizine tabi tutulmuştur. Elde edilen sonuçlar, E9 molekülünün yalnızca 

BMAL1 ve CLOCK proteinlerinin düzeyini anlamlı şekilde azalttığını, diğer çekirdek saat 

proteinleri olan CRY1 ve PER2 üzerinde ise belirgin olmayan bir şekilde azalttığını 

göstermiştir. Bu bulgular, E9 molekülünün sirkadiyen saat mekanizmasında özgül olarak 

BMAL1 ve CLOCK proteinine etki ettiğini ve diğer çekirdek bileşenleri belirgin olarak 

etkilemediğini desteklemektedir. 
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Şekil 4.5: E9 molekülünün (20 μM) senkronize olmayan U2OS Bmal1-dLuc hücrelerinde temel saat 

proteinleri üzerindeki etkisinin Western blot yöntemiyle değerlendirme sonuçları. A) Western 

blot analizine ait görseller (ChemiDoc Touch Imaging System, BioRad), B) E9 molekülünün 

PER2, CLOCK, BMAL1 ve CRY1 endojen protein düzeylerine etkisi. 
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Şekil 4.5’te görüldüğü gibi E9 bileşiğinin, senkronize edilmemiş U2OS Bmal1-dLuc 

hücrelerinde PER2, CLOCK, BMAL1 ve CRY1 endojen proteinleri düzeyleri üzerindeki etkisi 

Western blot analizi ile değerlendirilmiş ve analize ait görseller ChemiDoc Touch Imaging 

System (BioRad) kullanılarak elde edilmiştir (Şekil 4.5, A). 20 μM konsantrasyondaki E9 

molekülü uygulamasından sonra endojen protein düzeylerinin kantitatif analizine göre, E9 

molekülünün senkronize olmayan U2OS Bmal1-dLuc hücrelerinde BMAL1 ve CLOCK 

protein ekspresyonunu 20 μM doza bağımlı olarak anlamlı biçimde azalttığını, buna karşılık 

diğer çekirdek saat proteinlerinin (PER2 ve CRY1) belirgin olmayan bir şekilde azalttığını 

göstermiştir. Veriler ortalama ± standart hata (SEM) şeklinde sunulmuş olup (n=3), istatistiksel 

analiz Student’s t-testi ile yapılmıştır. *p < 0.05 düzeyinde anlamlı kabul edilmiştir. 

 E9 MOLEKÜLÜ UYGULAMASININ ÇEKİRDEK SAAT GENLERİNİN 

İFADE DÜZEYLERİNE ETKİSİ 

E9 molekülünün BMAL1 ve CLOCK proteinleri düzeyleri etkilemesi durumunda, saat 

tarafından kontrol edilen genlerin transkripsiyon düzeylerinde de değişiklik olması 

beklenmektedir. Bu hipotezi değerlendirmek amacıyla, U2OS Bmal1-dLuc hücreleri E9’un 

toksisite göstermeyen en yüksek konsantrasyonu olan 20 μM ile muamele edilmiştir. Yapılan 

analizler sonucunda, saat kontrollü çıktı genlerinden PER2 ve DBP’nin ekspresyon 

düzeylerinde anlamlı olmayan bir artma tespit edilmiştir. Buna karşın, CLOCK proteininde 

anlamlı olmayan bir azalma tespit edilmiş ve diğer genlerin transkripsiyonel aktivitelerinde 

belirgin bir değişiklik gözlenmemiştir. 
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Şekil 4.6: E9 molekülü uygulamasının çekirdek saat genlerinin ifade düzeylerine etkisinin 

değerlendirilmesi.  

 

Senkronize edilmemiş ve tam konfluente ulaşmış U2OS Bmal1-dLuc hücrelerine E9 molekülü 

20 μM konsantrasyonunda uygulanmıştır. Uygulama sonrası gen ekspresyon düzeyleri, her 

örnekte referans gen olarak kullanılan RPLP0 mRNA seviyelerine göre normalize edilerek 

2^−ΔΔCt yöntemiyle RT-qPCR analizi aracılığıyla belirlenmiştir. Elde edilen veriler ortalama 

± standart hata (SEM) şeklinde sunulmuş olup, n=3’tür. Anlamlılık analizleri için Student’s t-

testi kullanılmıştır. Şekil 4.6’da görüldüğü gibi E9 molekülünün, DBP ve PER2 mRNA 

düzeylerini artırdığı belirlenmiştir (Şekil 4.6). 
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 E9 MOLEKÜLÜNÜN ÇEKİRDEK SAAT PROTEİNLERİNİN HÜCRE 

ALTI LOKALİZASYONU ÜZERİNDEKİ ETKİSİ 

E9’un çekirdek saat proteinlerinin hücre içi dağılımı üzerinde etkili olup olmadığını incelemek 

amacıyla, senkronize edilmemiş U2OS hücrelerinde subselüler fraksiyonlama işlemi 

gerçekleştirilmiştir. Fraksiyonlama sonrasında örneklerin kalitesi, sitoplazmik ve nükleer 

fraksiyonların sırasıyla anti-TUBULIN ve anti-HISTONE H3 antikorları ile taranması yoluyla 

doğrulanmıştır. Temiz fraksiyonların elde edilmesinin ardından, temel saat proteinlerinin 

sitozol ve çekirdek içindeki düzeyleri değerlendirilmiştir.  
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Şekil 4.7: E9 molekülünün çekirdek saat proteinlerinin hücre altı lokalizasyonu üzerindeki etkisinin 

değerlendirilmesi. A) sitozolik ve nükleer fraksiyon Western blot analizine ait görseller 

(ChemiDoc Touch Imaging System, BioRad), B) sitoplazmadaki temel saat proteinlerinin 

kantitatif analizi, C) nükleus temel saat proteinlerinin kantitatif analizi. 

 

Senkronize edilmemiş U2OS Bmal1-dLuc hücrelerinde 20 μM E9 (nihai DMSO 

konsantrasyonu %0.4) uygulamasının ardından subselüler fraksiyonlama gerçekleştirilmiş, 

CLOCK, BMAL1, CRY1 ve PER2 protein düzeyleri Western Blot yöntemiyle analiz edilmiştir. 

E9 molekülü uygulaması sonrası sitoplazmadaki temel saat proteinlerinin kantitatif analizi 

yapılmıştır. Protein seviyeleri, çekirdek için HISTONE H3'e ve sitoplazma için α-TUBULIN’e 

normalize edilmiştir. Veriler, üç bağımsız deneyin (n=3) ortalaması ± standart hata (SEM) 

olarak sunulmuştur. *p < 0.05; **p < 0.01 düzeyinde istatistiksel olarak anlamlı kabul 

edilmiştir. Şekil 4.7’de görüldüğü gibi, E9 molekülü uygulaması ile CLOCK ve PER2 

proteinlerinin nükleer düzeyde anlamlı ölçüde azaldığı, istatistiksel olarak anlamlı olmamakla 

beraber sitoplazmik düzeylerinde de azaldığı belirlenmiştir. Bununla beraber BMAL1 ve CRY1 

proteinlerinde de hem nükleer düzeyde hem de sitoplazmik düzeyde anlamlı olmayan bir 

azalma tespit edilmiştir.   
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 E9 MOLEKÜLÜ VARLIĞINDA KO-İMMUNOPRESİPİTASYON (CO-IP)  

E9 molekülünün CLOCK ile BMAL1 proteinleri arasındaki etkileşimi değerlendirmek üzere 

Ko-immunopresipitasyon (Co-IP) deneyi gerçekleştirilmiştir. FLAG etiketi taşıyan BMAL1 ve 

CLOCK içeren plazmidler HEK 293T hücrelerine transfekte edilmiştir. Hücre lizatı 

hazırlandıktan sonra, anti-FLAG reçinesi kullanılarak FLAG-BMAL1 proteinleri 

çöktürülmüştür. Ardından, Western blot yöntemiyle çöktürülen örneklerdeki CLOCK protein 

miktarı kantifiye edilmiştir. 

       

Şekil 4.8: E9 molekülü varlığında ko-immunopresipitasyon (Co-IP) deneyi ile CLOCK ile BMAL1 

proteinleri arasındaki etkileşimin değerlendirilmesi. A) E9 molekülü varlığında CLOCK-BMAL1 

etkileşim düzeylerinin Western Blot analizine ait görseller, B) E9 molekülü varlığında CLOCK-

BMAL1 etkileşim düzeylerinin kantitatif analiz sonuçları.  

 

E9’un varlığında CLOCK:BMAL1 etkileşim düzeyleri Ko-immunopresipitasyon (Co-IP) 

yöntemiyle incelenmiştir. FLAG etiketi taşıyan BMAL1, anti-FLAG reçinesi kullanılarak 

çöktürülmüş ve beraberinde çöktürülen CLOCK protein miktarı Western blot ile analiz 

edilmiştir. E9 molekülü uygulaması sonrası CLOCK:BMAL1 etkileşim miktarlarının grafiksel 

gösterimi yapılmıştır. CLOCK protein seviyeleri, FLAG-BMAL1 miktarlarına göre normalize 

edilmiştir. Veriler ortalama ± SEM olarak ifade edilmiştir (n=3). *p < 0.05 düzeyinde 

istatistiksel anlamlılık belirtilmiştir. Şekil 4.8’de görüldüğü gibi E9 molekülü varlığında FLAG 

etiketi taşıyan BMAL1 protein düzeyinin sabit kaldığı; E9 molekülünün CLOCK protein 
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seviyelerini anlamlı şekilde azalttığı ve molekülün CLOCK ve BMAL1 arasındaki etkileşimi 

azalttığı belirlenmiştir ( Şekil 4.8).  
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5. TARTIŞMA VE SONUÇ 

Çekirdek saat proteinlerine yönelik küçük moleküllerin keşfi, sirkadiyen ritim araştırmaları 

açısından büyük öneme sahiptir. Bu moleküller, hücresel düzeyde sirkadiyen düzenin daha iyi 

anlaşılmasını sağlarken, ritim bozukluklarına bağlı hastalıkların tedavisi için de yeni 

yaklaşımlar sunabilir. Bu doğrultuda, sirkadiyen saati etkileyebilecek moleküllerin 

geliştirilmesine yönelik çeşitli çalışmalar yürütülmektedir (Chen vd., 2018; Hirota & Kay, 

2015). Şimdiye dek yapılan araştırmalar, genellikle REV-ERB ve Casein kinase Iε gibi 

yardımcı saat proteinlerini hedef alan bileşiklerin geliştirilmesini sağlamıştır (Chen vd., 2018). 

Ancak, doğrudan çekirdek saat proteinlerini hedefleyen molekül sayısı oldukça sınırlıdır. Bu 

çalışmada, hücresel düzeyde sirkadiyen ritmin periyod uzunluğunu etkileyebilecek potansiyel 

küçük moleküllerin belirlenmesi ve mekanistik düzeyde karakterizasyonu amaçlanmıştır. Bu 

doğrultuda, daha önce Halil Kavaklı ve ekibi tarafından in silico yaklaşımla tanımlanan E9 adlı 

molekülün, CLOCK proteinine etkisi çok yönlü deneysel analizlerle incelenmiştir. 

Öncelikle, E9 molekülünün sitotoksik etkileri değerlendirilmiş ve belirlenen dozlarda hücre 

canlılığı üzerinde anlamlı bir toksik etki oluşturmadığı gözlemlenmiştir. Bu bulgu, E9’un 

sirkadiyen ritim üzerine etkilerinin hücre ölümüne bağlı olmaktan ziyade özgül biyokimyasal 

mekanizmalar aracılığıyla gerçekleştiğini düşündürmektedir. Gerçek zamanlı biyolüminesans 

takibi sonucunda, E9 molekülünün toksik olmayan dozlarda sirkadiyen periyodu anlamlı 

şekilde uzattığını göstermiştir. Bu bulgu, E9 molekülünün bir periyot değiştirici (period 

changer) molekül olarak işlev gördüğünü ortaya koymaktadır. Periyot uzamasının moleküler 

temellerinden birinin bu proteinlerin ekspresyon düzeyindeki azalma olabileceğini 

göstermektedir. Kullanılan stabil reporterlara sahip hücre modelleri sayesinde, bu etkinin dışsal 

sinyallere değil, doğrudan hücre içi saat mekanizmasına bağlı olduğu gösterilmiştir. 

Moleküler düzeyde mekanizmayı anlamak amacıyla protein ve gen ekspresyon seviyeleri 

incelenmiştir. Western blot analizleri, CLOCK ve BMAL1 protein düzeylerinde azalma 

olduğunu göstermiştir. Bu farklılık, muhtemelen CLOCK proteininin translasyon sonrası 

modifikasyonları ya da stabilitesinde meydana gelen değişikliklerden kaynaklanmaktadır. 

Ayrıca CLOCK proteininin fonksiyon gösterebilmesi için çekirdeğe taşınması gerektiğinden, 

bu süreçte bir aksama olup olmadığını araştırmak amacıyla subselüler lokalizasyon analizleri 

gerçekleştirilmiştir. Elde edilen sonuçlar, E9 molekülünün BMAL1 ve CLOCK’un nükleer 
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düzeydeki lokalizasyonunu değiştirmesi ve CLOCK:BMAL1 etkileşimini zayıflatması, bu 

kompleksin transkripsiyonel aktivitesinin doğrudan etkilendiğini göstermektedir. Bu durum, 

PER ve CRY genlerinin dolaylı olarak etkilenmesine yol açabilir ve geri besleme döngüsünde 

bir sapmaya neden olabilir. Ayrıca RT-qPCR verileri, PER2 ve DBP genlerinin mRNA 

düzeylerinde bir artış olduğunu göstermiştir. Bu artış, E9 molekülünün saat genlerinin 

transkripsiyonunu dolaylı olarak yeniden programladığını göstermektedir. 

Bu da, CLOCK-BMAL1 heterodimerizasyonunu zayıflattığı ve böylece CLOCK’un çekirdek 

lokalizasyonunu engellediği düşünülmektedir. Gerçekleştirilen Co-immunoprecipitation (Co-

IP) deneyleri de CLOCK-BMAL1 etkileşiminde azalma olduğunu doğrulamıştır. Bu sonuçlar 

birlikte değerlendirildiğinde, E9 molekülünün sirkadiyen saat üzerinde periyot uzatıcı etkisinin, 

CLOCK proteinine bağlanarak bu proteinin BMAL1 ile etkileşimini ve çekirdeğe geçişini 

engellemesi yoluyla gerçekleştiği ileri sürülebilir. 

Bununla birlikte, periyot değişiminin hangi moleküler adım aracılığıyla gerçekleştiği hâlâ tam 

olarak anlaşılamamıştır. CLOCK-BMAL1 kompleksinin hedef gen promotörlerine bağlanma 

kapasitesinde bir değişiklik olup olmadığını belirlemek üzere Kromatin İmmünopresipitasyonu 

(ChIP-qPCR), Proteazom İnhibisyon Testi (MG132 tedavisi) ve Ubiquitinasyon Testi gibi ileri 

deneysel yaklaşımların uygulanması gerekmektedir. Bu tür analizler, CLOCK’un 

transkripsiyonel etkinliğine doğrudan etki edip etmediğini ortaya koymak açısından büyük 

önem taşımaktadır. 

Sonuç olarak bu tez çalışması kapsamında, sirkadiyen saat regülasyonunda merkezi bir rol 

oynayan CLOCK proteinine doğrudan bağlanan E9 molekülünün biyolojik etkileri detaylı bir 

şekilde incelenmiştir. Yapılan biyolüminesans analizleri, E9 molekülünün sirkadiyen periyodu 

anlamlı ölçüde uzattığını göstermiştir. Western blot ve qPCR verileri, protein düzeylerinde 

azalma ve bazı proteinlerin mRNA seviyelerinde artış olduğunu ortaya koymuş, bu da 

translasyon sonrası düzenlemelere veya protein lokalizasyonunda değişime işaret etmiştir. 

Subselüler fraksiyonlama analizleri, CLOCK’un çekirdeğe girişinde azalma olduğunu 

göstermiştir. Ayrıca, Co-IP deneyleri E9 molekülünün CLOCK-BMAL1 proteinleri 

etkileşimini azalttığını doğrulamıştır. 

Bu sonuçlar, E9 molekülünün doğrudan CLOCK proteinine bağlanarak onun BMAL1 ile 

etkileşimini zayıflattığını, bu sayede CLOCK’un çekirdek lokalizasyonunu ve dolayısıyla 
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transkripsiyonel aktivitesini bozduğunu ortaya koymaktadır. Böylelikle, periyot uzatıcı etkinin 

moleküler düzeydeki ilk adımları tanımlanmıştır. Ancak, bu etkinin transkripsiyon hedeflerine 

nasıl yansıdığı henüz tam olarak açıklanamamıştır. Bunu açıklamak için ileri deneylerin 

yapılması, bu mekanizmanın netleştirilmesi açısından gereklidir. Bu çalışma, sirkadiyen ritim 

üzerinde etkili yeni moleküllerin tanımlanmasında CLOCK proteinini doğrudan hedef almanın 

potansiyelini ortaya koymakta ve gelecekteki terapötik yaklaşımlara ışık tutmaktadır. 
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