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Oz

Sirkadiyen zamanlama sistemi, memeli organ ve hiicrelerinde bulunan molekiiler saatler aracilig ile pek ¢ok
hayati fonksiyonu kontrol etmektedir. Son yillarda yapilan ¢alismalar ile sirkadiyen ritmin hastaliklardaki roli
daha iyi anlasgilmigtir. Bu kapsamda gergeklestirilecek hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda Oncelikli olarak
senkronizasyonun saglanmasi ve kontrolii 6nem arz etmektedir. Sundugumuz c¢alismada besin araciligt ile
senkronize edilen HT-29 hiicrelerinde, senkronizasyon saat geni olarak da bilinen PER2 ve iki farkli referans
gen ile kontrol edilmistir. Amacimiz senkronizasyon kontroliinde referans genlerin roliinii incelemektir. Bu
amagla; serum sokunu takiben HT-29 hiicreleri TO zamanindan itibaren 6 farkli zamanda toplanarak RNA
izole edilmis ve PER2, ACTB ve RPLPO gen ekspresyonlar1 gercek zamanli PZR (RT-PZR) deneyi ile
kantifiye edilmistir. Sonuglar Fourier transformasyon ve Lineer Cosinor analizleri ile degerlendirilmistir.
ACTB referans geni secildiginde Fourier transformasyon analizi ile 24 ve 30 saatlik periyotlar anlamli degisim
gosterirken, Lineer Cosinor analizi ile sadece 24 saatlik periyot siiresi anlamli degisim gdstermigtir. RPLPO
referans geni secildiginde her iki analiz ile de 18 saatlik periyot siiresi anlamlilik gdstermistir. Bulgularin
gosterdigi gibi senkronizasyonun baglatilmasi ve kontroliinde referans gen ve analiz yontemi gibi pek ¢ok
parametrenin birlikte degerlendirilmesi 6nem arz etmektedir. Yapilan ¢alismanin bu alanda yapilacak in vitro
caligmalar i¢in farkindalik yaratacag diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: senkronizasyon, sirkadiyen ritim, HT29, PER2

The Role of Reference Gene Differences in Synchronization Control of Circadian Rhythm-Induced
Gene Expression in the HT29 Cell Line

Abstract

Circadian timing system controls many important vital functions through molecular clocks in mammalian
organs and cells. The role of circadian rhythm in diseases has been better understood in recent years. In cell
culture studies to be carried out in this area, primarily important things are ensuring synchronization and its
control. In this study, the synchronization was controlled by PER2 clock gene and the two reference genes in
nutrient-mediated synchronized HT-29 cells. Our aim is to investigate the role of reference genes in
synchronization control. For this purpose, following serum shock HT-29 cells were harvested at 6 different
times, RNA isolation was made and PER2, ACTB, and RPLPO gene expressions were quantified by real-time
PCR (RT-PCR) assay. The results were evaluated with Fourier transformation and Linear Cosinor analysis.
When the ACTB reference gene was selected, 24 and 30 hour periods showed a significant change by Fourier
analysis and 24-hour period showed a significant change with Cosinor analysis. When the RPLPO reference
gene was selected, the 18 hour cycle time was significant with both analyzes. As the findings show, it is
important to evaluate several parameters such as reference gene and analysis method in the initiation and
control of synchronization. It is thought that this study will create awareness for in vitro studies in this area.
Keywords: Synchronization, circadian rhythm, HT29, PER2
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1. Giris

Doku biiylimesi, kan basincinin kontrolii,
kalp atimi ve kan sekerinin diizenlenmesi
gibi metabolik siiregler sirkadiyen ritim
olarak adlandirilan biyolojik bir saat ile
diizenlenmektedir. Memeli sirkadiyen
sistemi, hipotalamusta bulunan ve merkezi
osilatdr olan Suprakiazmatik Cekirdek (SCN)
araciligryla diizenlenir. Gilin 1518mna bagl
olarak SCN’de olusan ritim, pek ¢ok ndronal
ve hormonal ritim aracilig1 ile tiim hiicrelerde

bulunan  periferal saatlerin  senkronize
olmasint  saglar.  Periferik  dokularin
senkronizasyonu ise periferal saatler ile
iliskilidir. Ayn1 zamanda, SCN aracili

hormonlarin salinimlart ile iliskili olabildigi
gibi besin alimi ve fiziksel aktivite gibi
cevresel faktorlere de baghidir (Momma et
al., 2017; Pardini, Kaeffer, Trubuil,
Bourreille, & Galmiche, 2005; Reszka &
Zienolddiny, 2018).

Senkronizasyon; bir diger deyisle
intraselliiler osilatér ritmin diizenlenmesi,
farkl genler araciligiyla meydana
gelmektedir. Bugiine kadar bu genlerden
20’ye yakimi tamimlanmustir (Schibler et al.,
2015). Senkronizasyonla iligkili genler “saat
genleri” olarak adlandirilir (Ozbayer, 2011)
ve komplike bir ag aracilifiyla birbirinden
bagimsiz ve kendi kendine hareket eden,
transkripsiyonel ~ ve  translasyonel geri
bildirim dongiisiiyle ritmi meydana getirirler
(Reszka & Zienolddiny, 2018). Bu sistemin
kontrolii lic ayri otoregiilator:
transkripsiyonel-translasyonel,  pozitif ve
negatif diizenleyici (trans- ve cis- elementleri
dahil) elementler ile saglanir.

Saat genlerinden Periyot 2 (PER2), birgok
memeli dokularinda eksprese olarak ytiksek
amplitiit olusturup ritim senkronizasyonunda
gorev alir. Birgok in vitro ¢alismada, malign

hiicrelerde PER2 ekspresyon artisinin artan
apoptoz ve azalan hiicre proliferasyonu ile
iliskili  oldugu  gosterilmistir  (Mteyrek,
Filipski, Guettier, Okyar, & Levi, 2016).

Literatiirde hiicre
hatlarinda sirkadiyen ritmin
sekronizasyonunun baslatilmas: igin farkl
indiikleyiciler kullanilmigtir. Bunlar; % 50
serum (FBS) iceren medyum,
dekzametazon (Dex) (glukokortikoid reseptor
agonisti), forskolin (Fsk), epidermal biiylime
faktorii (EGF), iyonomisin, 8-bromo-cAMP,
fibroblast biiyiime faktori (bFGF), ET-1
(mitojen aktivasyon yolaginda protein kinaz
aktivatérii.  bir protein kinaz C), ve
prostaglandin E’dir (PGE) (lzumo, Sato,
Straume, & Johnson, 2006).

in vitro caligmalarda

at/bovin

Bu c¢alismada amacimiz, HT29 (insan
epitelyal kolorektal adenokarsinom) hiicre
hattinda besin aracili  senkronizasyonun
basglatilmasinda iki farkli referans genin
etkisinin incelenmesidir. Calismada, model
olarak HT29 kolon kanser hiicreleri
secilmistir. Bunun nedeni kolon kanserinin
diinyadaki en oliimciil tglinci kanser tipi
olmasidir (Siegel et al., 2017). Besin aracili
(%50 FBS iceren kiiltlir medyumu)
senkronizasyonun baglatilmasim1  takiben,
sirkadiyen ritme bagli genlerden PER2 gen
ekspresyonu, iki farkli referans gen olan B-
aktin  (ACTB), RPLPO
degerlendirilmistir.

kullanilarak

2. Materyal ve Metot

Hiicre Kiiltiirii: Calismada, HT29 hiicre
hattt kullanild1 ve ¢alismanin tamami pasaj
17-25’e kadar olan siirede gergeklestirildi.
HT29 hiicreleri icin DMEM/F12 medyum
(Gibco, ThermoFisher, Waltham, MA, USA)
ve %10 FBS (Panbiotech, Aidenbach,
Germany), %1 penisilin/streptomisin
(Panbiotech,  Aidenbach, Germany) ile
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beraber kullanildi. Hiicreler 37°C'de %5 CO2
iceren hiicre kiiltiir inkiibatorii kullanilarak,
her 2-3 giinde bir %80 konflient
olduklarinda pasajlandi. Her pasaj esnasinda
%0,05 tripsin-EDTA (Panbiotech,
Aidenbach, Germany) kullanildi.

Senkronizasyon: HT29 hiicreleri 6-kuyulu
plakalara %15-20 konfliient olacak sekilde
kiiltiire edildi. Kiiltiiriin baslamasindan 12
saat sonra 6-kuyulu plakalar iki ayr1 grup
olacak sekilde
uzaklagtirildi. Hiicrelere %50 FBS iceren
kiiltir medyumu eklendi. iki saat siire ile

ayrildt  ve medyumlari

FBS aracili senkronizasyon soku daha once
bildirildigi gibi uygulandi (Balsalobre,
Damiola, & Schibler, 1998; Izumo et al.,
2006). Senkronizasyon  sok
tamamlandiktan sonra hiicreler normal kiiltiir

suresi

medyum kosullarina alindi. Belirlenen zaman
araliklarinda, ileri asamalar ic¢in kiiltiirden
hiicreler toplandi. HT29 hiicreleri igin
belirlenen zaman araliklar1 sirasiyla; serum
sok sonlandirildigrt an zaman dilimi sifir
olarak kabul edildi (TO0), serum sok
tamamlanmasini takiben 6. saat ‘T6’°, 12. saat
‘T12°, 18. saat ‘T18’, 24. saat ‘T24’°, ve 30.
saat ‘T30’ olarak kabul edildi. Tiim zaman
araliklar triplike olarak caligildi.

RNA izolasyonu: Gen ekspresyon analizleri
icin High Pure RNA Isolation Kit (Roche,
Mannheim, Germany) kullanilarak total
RNA’lar izole edildi. Deney diizenegindeki
kiiltirden elde edilen her hiicre grubu
tripsinize edilerek toplandi. 320 g’de 5
dakika santrifiij edildi. Sipernatant kismi
atildi ve hiicre pelleti 200 pl 1X PBS
icerisinde siispanse edildi. Hiicrelerin iizerine
400 pl lizis tamponu eklendi. Karisim 15
saniye vorteks yardimiyla homojenize
edildikten sonra cam lifli, filtreli tiiplere
aktarildi. 8000 g’de +4°C’de 15 saniye

santrifiij edildi. Filtrenin altina gegen

siipernatant atildi. 90 pul Dnase inkiibasyon
tamponu ve 10 ul DNAse I’den olusan
karistim hazirlandi. Tamami filtreli tiipe
aktarilarak 15 dakika oda sicakliginda inkiibe
edildi. Inkiibasyonu tamamlanmis Srneklerin
iizerine 500 pl yikama tamponu I eklenip,
8000 g’de +4°C’de 15 saniye santrifiij edildi
ve siipernatant uzaklastirildi. Devaminda 500
ul yikama tamponu II eklenip, 8000 g’de
+4°C’de 15 saniye santrifiij edildi ve ti¢lincii
yikama islemi i¢in yeniden 200 pl yikama
tamponu II eklenerek 12000 g’de +4°C’de 2
dakika santrifiij edildi. Filtreli kisim yeni bir
tiipe aktarildi. Son olarak 50-70 pl eliisyon
tamponu eklenerek, 8000 g’de +4°C’de 1
dakika santrifiij edilerek total RNA eliisyonu
tamamlandi. Elde edilen RNA’nin miktar1 ve
saflig1 ve miktar1 NanoDrop (ThermoFisher,

Waltham, MA, USA) cihaziyla
spektrofotometrik olarak belirlendi.
cDNA  Sentezi: Izole edilen total

RNA’lardaki mRNA’larin RT-PZR (Revers
Transkriptaz - Polimeraz Zincir Reaksiyonu)
ile komplementer DNA’larimin (cDNA)
olusturulmas: i¢in uygun kit kullanilarak
thermal cycler cihazi ile PZR’lar
gerceklestirildi. Bu amagla High-Capacity
cDNA Reverse Transcription Kit kullanidu.
cDNA icin 10 pl total RNA
kullanilarak cDNA reaksiyonu tamamlandh.

sentezi

RT-PZR: Elde edilen cDNA’lardan hedef
gen olan PER2 mRNA seviyesindeki degisim
oranlan iki ayr referans gen olan ACTB ve
RPLPO  ekpresyonu ile  kiyaslanmasi
sonrasinda saptandi. Ozgiil olarak dizayn
edilen primerler; PER2: ileri AAAT-
CCGCTACCACCCCTTC, geri AAGGCAG-
CAAAGCTGACTCTC, ACTB: ileri CATG-
TACGTTGCTATCCAGGC, geri CTCCTT-
AATGTCACGCACGAT ve RPLPO: ileri
AGCCCAGAACACTGGTCTC, geri ACTC-
AGGATTTCAATGGTGCC. Tasarlanan
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primerlerin erime sicakligi (Tm) 62,6°C
olarak belirlenmistir. RT-PZR isleminde; her
bir 6rnek i¢in 6 pl distile su, 1 pl ileri primer,
1 ul geri primer, 10 pl SensiFAST SYBR Mix
(Bioline, Luckenwalde, Germany) eklenerek
mikrosantrifiij tiipline konuldu. Hazirlanan
PZR karistmi homojen hale getirilmesi i¢in
kisa siireli vortekslendi. PZR karigimi, her bir
ornek i¢in lightcycler kapiller tiiplere 18 ul
olacak sekilde aktarildi ve 2 pl cDNA
ornekleri eklendi.

Termal dongii, 95°C’de 2 dakika 1 siklus 6n
denatiirasyonun ardindan toplam 40 siklusluk
95°C 5 saniye denatiirasyon, 62,6°C’de (Tm)
10 saniye baglanma ve 72°C’de 20 saniye
SYBR Green
hidrolizine bagli floresan artis1 goriilen
inceleme  Orneklerinden  elde  edilen
grafiklerdeki cycle of threshold (Ct) verileri
degerlendirildi. mRNA ekspresyon
degerlerinin belirlenmesi igin yapilan gergek
PZR (RT-PZR) deneylerinde
kullanilan 6rnekler ikili olarak ¢alisildi. Elde
edilen Ct degerlerinin ortalamasi alindi.
Genlerin degisim oranlar1 224t (hedef gen
referans geny ysntemi kullamlarak hesapland.

sentez ile tamamlandi.

zamanli

Istatistiksel Analiz: Ritme baghi zaman
araliklarina ait one-way ANOVA analizi
Prism 7.0 programi (GraphPad Software,
Inc., CA, USA) kullanilarak yapildi. Ritme
bagli degisimin siniizoidal fonksiyonunun bir
sirkadiyen ritmindeki anlamlilhigi Cosinor
algoritmast (Cornelissen, 2014; Fourier,
1822; Nelson, Tong, Lee, & Halberg, 1979)
kullanilarak Fourier transformasyon (SPSS,
IBM Corp.) analizi ve Lineer Cosinor

(MathLab, The MathWorks Inc.,
Massachusetts, USA) ile hesaplandi. Anlaml
bulunan “Bir Periyot” siiresine ait giiven
araliginin ~ zaman  diliminde  gosterimi
MathLab programi (The MathWorks Inc.,
Massachusetts, USA) kullanilarak ¢izildi.
P<0,05 olan degerler istatistiki olarak anlamli
kabul edildi.

3. Bulgular
FBS aracilt senkronizasyon sokun
tamamlanmast  ile  belirlenen = zaman

araliklarinda (6 saatte bir); TO, T6, T12, T18,
T24, T30 siirelerinde, HT29 hiicreleri
kiiltiirden toplanarak PER2 genine ait mMRNA
ekspresyonlarindaki degisim belirlendi ve
ACTB ile RPLPO ekspresyon degerleriyle
kiyaslanarak degerlendirildi (Sekil 1).

One-way ANOVA testi zaman
araliklarindaki mRNA  ekspresyonlarinin,
birbirleri arasindaki anlamli degisiminin
belirlenmesi  i¢in  kullanilmistir. mRNA
rolatif gen ekspresyon degisimleri; TO, T18
ve T30 zaman araliklar1 i¢in anlamli farklilik
gostermemistir. Ancak T6, T12, T24 zaman
araliklarinda PER2/ACTB orant
PER2/RPLPQ" a goére anlamli sekilde az
bulunmustur  (sirasiyla  p=0,0163 (T6),
p=0,0026 (T12), p<0,0001 (T24)). Caligmada
zaman serisine bagli degisimin anlamlilig
Fourier transformasyon analizi ile yapildi.
Ek olarak, HT29 hiicreleri i¢in 30 saat bir
periyot siiresi olarak (Bairoch, 2018) kabul
edildi. Fakat yapilan tim analizlerde ilave
olarak 18., 24. ve 30. saatlerdeki veriler, her
analizin tekrar1 i¢in “Bir Periyot” siiresi
olarak kabul edilerek tamamlandi.
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TO T6 Ti2

Ti8 T24 T30

0,008

0,007 -

0,006 -

0,005 -

0,004 -

0,003 -

0,002 -

mRNA rolatif gen ekspresyon miktari

0,001 -

—+—PER2/ACTB
~@—PER2/RPLPO

Sekil 1: PER2 mRNA rolatif gen ekspresyonunun ACTB ve RPLPO referans genlerine bagh
senkronizasyon soku sonrasi belirlenen zaman araliklarina gore degisimi.

Tablo 1’de PER2/ACTB ve PER2/RPLPO'a
gore Fourier transformasyon analizinde elde
edilen akrofaz, amplitiit ve p degerlerinin,

hesaplamalarda kullanilan “Bir
stiresince degisimi gosterilmektedir.

Periyot”

Tablo 1: PER2 mRNA ekpresyonunun ACTB ve RPLPO referans genleri ile farkli “Periot”
stirelerine bagli olarak yapilan Fourier transformasyon analiz sonuglari.

Period Siiresi

(saat) Akrofaz Amplitiit p degeri

18 11,10262 0,00044 0,1779

PER2/ACTB 24 6,593487 0,00066 0,0127
30 3,503404 0,00059 0,0358

18 7,890150 0,001846 0,0166

PER2/RPLPO 24 4,285075 0,000958 0,4458
30 25,82534 0,000502 0,8003

Referans gen olarak yalnizca ACTB verileri
degerlendirildiginde sirkadiyen ritim sirastyla
24. ve 30. saatte “Bir Periyot” olarak
tamamlanmaktadir (T24 p=0,0127, T30
p=0,0358). Referans gen olarak yalnizca
RPLPO wverileri degerlendirildiginde ise
sirkadiyen ritim yalnizca 18 saatte bir “Bir
tamamlanmaktadir (T18

Periyot” olarak

p=0,0166). PER2 mRNA ekpresyonunun
ACTB ve RPLPO referans genleri ile farkli
“Periyot” siirelerine bagli olarak yapilan
Lineer Cosinor analiz sonuglar1 ise Tablo
2’de  gosterilmektedir.  Lineer  Cosinor
hesaplamalarinda  referans gen ACTB
verilerine gore “Bir Periyot” 18 saat kabul

edildiginde PER2/ACTB giiven araligi,
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zaman dilimi siirlarinin disinda kalmis ve
akrofaz, amplitiit degerleri
hesaplanamamistir. Giiven aralig1 sinirlarinda
kalan ve referans gen olarak; ACTB verileri
degerlendirildiginde sirkadiyen ritim 24.

saatte (p= 0,0005) ve RPLPO verileri
degerlendirildiginde ise 18. saatte (p<<0,0001)
“Bir  Periyot” tamamladigi
belirlenmistir.

suresini

Tablo 2: PER2 mRNA ekpresyonunun ACTB ve RPLPO referans genleri ile farkli “Periot”
stirelerine bagli olarak yapilan Lineer Cosinor analiz sonuglari.

Period Siiresi

(saat) Akrofaz Amplitiit p degeri

18 - -
PER2/ACTB 24 0,00047 4,8617 0,0005

30 0,00132 4,4615 0,2681

18 0,00148 4,5013 <0,0001
PER2/RPLPO 24 0,00066 5,7821 0,8528

30 0,00327 4,6252 0,1916
PER2 mRNA ekspresyonunun referans Senkronizasyonda  gorevli  oto-regiilator
genler ile gosterilen rolatif mRNA  elementler sirasiyla; Morning-Time (E-box),

ekspresyonunun; Fourier transformasyon ve
Lineer Cosinor analiz sonuglariyla anlamli
bulunan referans gen ACTB igin T24 ve
RPLPO i¢in T18 “Bir Periyot” ritmine ait,
giiven araliginin zaman diliminde gosterimi
ise Sekil 2°de verilmistir.

4. Sonuc¢
Sonug¢ ve Tartisma

Memeli doku ve organlarinda her hiicrenin
belirli bir oranda ritmik gen ekspresyonuna
sahip oldugu bilinmektedir Sirkadiyen
zamanlama sistemi bu ritmik ekspresyonlar
aracihigr  ile
dinlenme,
hormon

onarimi

uyku-uyaniklik,  aktivite-
viicut sicakligi, besin alimi,
salmimmi, hiicre siklusu, DNA
ve apoptoz gibi fizyolojik ve
biyokimyasal siirecleri etkilemektedir ve bu
nedenle sirkadiyen ritmin senkronizasyonu
tiim hiicreler i¢in hayati 6nem arz etmektedir
(Levi, Okyar, Dulong, Innominato, &
Clairambault, 2010; Schibler, 2005).

Day-Time (D-box) ve Night-Time ROR
elements (RRE) olarak bilinir (Minami, Ode,
& Ueda, 2013; Zhang, Dong, Fujimoto, &
Okamura, 2004). CLOCK ve BMAL genleri
(E-box transkripsiyon faktorleri-aktivatorleri)
ve bu genlerin hedefi olan Periyot (PER 1, 2,
3), Kriptokrom (CRY 1, 2) genleri (E-box
transkripsiyon faktorleri-inhibitorleri) ile
“Saat” kontrol altindadir.

PER genlerinin iirlinleri olan proteinler

BMAL genlerinin transkripsiyonlarin
ilerletmek i¢in pozitif etki olustururlar.
BMAL ile CLOCK genlerinin

heterodimerizasyonu ile  senkronizasyon
yeniden baslar (Reszka & Zienolddiny,
2018). Epidemiyolojik ¢aligmalar, sirkadiyen
ritme ait dilizenin bozulmasinin prostat,
meme, endometriyal ve kolorektal kanser
tiplerinin  gelisme  riskini  artirdigini
gostermistir (Reszka & Zienolddiny, 2018).
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PER2/ACTB

L L L s L
0.2 04 0.6 0.8 1

L s L L L n
-1 08 06 -04 02 0
. 103

PER2/RPLPO

Sekil 2: “Bir Periyot” siiresine ait gliven araligimin zaman diliminde gosterimi. A.PER2 mRNA
ekspresyonunun ACTB referans genine bagli olarak anlamlilig1 belirlenen 24 saatte tamamlanan "Bir
Periyot" siiresinin giliven araliginin zaman diliminde gosterimi. B. PER2 mRNA ekspresyonunun
RPLPO referans genine bagli olarak anlamliligi belirlenen 18 saatte tamamlanan "Bir Periyot"
siiresinin giiven araliginin zaman diliminde gosterimi. Zaman dilimindeki daire c¢api, giliven

araliliginin anlamlilig1 arttikga kiigiilmektedir.

Kronik miyeloid 16semi (Yang et al., 2011),
akut miyeloid 16semi (Puram et al., 2016),
ailesel ve sporadik meme kanseri (Lesicka et
al., 2018; Winter, Bosnoyan-Collins,
Pinnaduwage, & Andrulis, 2007) ve kolon
kanseri (Mazzoccoli, Vinciguerra, Papa, &
Piepoli, 2014) gibi hastaliklarda sirkadiyen
ritmin sekronizasyonunun bozuldugu
gosterilmistir. Kolon kanserinin etiyolojisi,
asirt alkol tliketimi, sigara, diisiik fiziksel
aktivite, viicut kitle indeksindeki artis gibi
birgok risk faktorii igermektedir; mortalite
oran1 yilda 700.000 kisidir (Brody, 2015).
Tiirkiye'de ise bu oran her yiiz bin kisi de
23, 4'diir ("Tiirkiye Kanser Istatistikleri,"
2015). Kolon kanseri iizerine son yillarda
yapilan ¢aligmalarla terapotik yaklagimlar
onem kazanmustir (Dallmann, Okyar, & Levi,
2016; Ozturk, Ozturk, Kavakli, & Okyar,
2017). Bu kapsamda kemoterapi
uygulamasinin sirkadiyen ritme bagli olarak
giiniin farkli zamanlarinda uygulanmasi ile

yapilan  kronoterapi  caligmalari  hiz
kazanmustir (Pilanci et al., 2016).

Yapilan caligmalarla "Saat Genleri"ne ait
senkronizasyonun dokulara spesifik  bir
sekilde diizenlendigi gosterilmistir.
Literatiirde, hem  mRNA  ekspresyon
degisimlerinin hem de iki ayn
mekanizmanin bu ekspresyon degisimindeki
etkinliginin (SCN ve Periferal Sistem)
dokular arasindaki farkliligi bildirilmistir
(Akashi & Takumi, 2005; Sato et al., 2004).
Ayrica, deney hayvanlar ile gergeklestirilen
in vivo bir ¢alismada CLOCK-deficient olan
fare karacigerinde Periyot mRNA ritminin
stabil oldugu fakat SCN’ deki
ekspresyonunun kayboldugu gdosterilmistir
(Debruyne et al., 2006). Baska bir ¢alismada,
PER1 ve PER2 genlerinin beta-katenin
yolagint  ve  hiicre  proliferasyonunu
diizenledigi ve Ozellikle, kolon kanseri
tiimorleri ve diger tiimdorlerin bir kisminda,

osilator
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Periyot  genlerinde  mutasyon  oldugu
bildirilmistir (Wood, Yang, & Hrushesky,
2009). PER2 geninin sirkadiyen diizendeki
etkinligi sayesinde malign transformasyonu

baskiladigit Katamune ve arkadaglarinin
yaptig1t calisma ile goOsterilmistir. Bu
calismada, PER2-mutant embriyonik

fibroblast hiicrelerinde hem spontan hem de
radyasyonla indiiklenen tiimor gelisimi ve
rutin  kemoterapotik ilaclara da  direng
gelistigi in  vivo olarak  gosterilmistir
(Katamune et al., 2018).

Bilindigi lizere sirkadiyen ritim
hesaplamalari i¢in matematiksel
modellemeler  kullanilmaktadir. ~ Bunlar

arasinda; Fourier Transformasyon Analizi,
Rayleigh Testi, Enright Periyotogram, Lomb
— Scargle Periyotogram ve Lineer Cosinor
testleri bulunmaktadir (Refinetti, Lissen, &
Halberg, 2007). Fourier transformasyon
analizi Joseph Fourier tarafindan 1822'de
gosterilmigtir (Fourier, 1822). Herhangi bir
zaman serisinde, sekle veya diizenlilige
(regularity) bagh olmaksizin, bir seride yer
alan ¢esitli frekanslardaki siniis ve kosiniis
dalgasi olarak tanimlanmaktadir (Refinetti et
al., 2007). Ayrica tahmin edilen bir ritim
zamaninda,  “bir  Periyot”un  kosiniis
fonksiyonunun belirlenmesi i¢in Lineer
Cosinor kullanilmaktadir. Giiven araligina
bagli olarak optimum interpolasyonu tahmin
etmeye vyarayan, lineer olan ve olmayan
Cosinor  yontemi  1963'de  Marquardt
tarafindan gosterilmistir (Marquardt, 1963).

Calismada, ritme bagli degisimin anlamliligi
Fourier transformasyon ve Lineer Cosinor

analizi ile degerlendirilmistir.
Hesaplamalarin yapilabilmesi i¢in ritmin
senkronizasyonu 18, 24 ve 30 saatte

tamamlandigr tahmin edilmistir. Analizler
sonucunda referans gen farkliligi net bir
sekilde PER2 mRNA ekspresyonuna bagh

olarak “Bir Periyot” siiresinin degiskenligini
ortaya koymustur. Fourier transformasyon
analizinde ACTB referans geni segildiginde
“Bir Periyot” 24. veya 30. saatler secilerek
anlaml1 kabul edilebilirken, RPLPO agisindan
yalnizca 18 saat anlamli bulunmustur. Diger
yandan Lineer Cosinor analizi’ne gére ACTB
referans geni i¢in yalnizca 24. saat ve RPLPO
referans geni agisindan 18. saat “Bir Periyot”
stiresini tamamladig1  gosterilmistir. Ek
olarak, HT29 hiicrelerinde senkronizasyonun
baslatilmas1 i¢in kullanilan FBS'nin kimyasal
bir aract gerektirmeden sirkadiyen ritmin
indiiksiyonu icin yeterli oldugu gézlenmistir.

Sonug olarak, PER2 genine ait mRNA
ekspresyonundaki  degisim  iki = ayn
matematiksel hesaplama ile anlamli bulunan
ve iki ayr1 referans gen olan ACTB ve RPLPO
ile degerlendirildiginde HT29 hiicrelerinin
sirasiyla 24 ve 18 saatte bir senkronizasyonu
(“Bir Periyot”) gerceklestirdigi gosterilmistir.
Bu veriler; matematiksel modellemelerin ve
referans genlere bagli olarak “Bir Periyot”
siiresinin degisiminin, ilerleyen ¢aligmalar
icin  daha  belirleyici  parametrelerin
gerektigine isaret etmektedir. Referans gen’e
bagli olarak ritim siiresindeki anlamliligin

diger = “Saat  Genleri” ile  beraber
degerlendirmenin gerekliligi
unutulmamalidir.

Oneriler

In vitro galismalarin tek tip hiicre hatlarinda
gerceklestirilmesi,  genlerin  fonksiyonel
durumlarinin belirlenmesi i¢in uygulamada
kolaylik saglamaktadir ancak, sirkadiyen
ritmin iki osilatér mekanizmadaki etkilerinin
iyl anlasilmas1 ve terapdtik yaklasimlarin
gelistirilebilmesi  i¢gin in  vivo olarak
senkronizasyonun modellenmesi es zamanl
olarak  matematiksel  analizlerin  de
gelistirilmesi 6nem tagimaktadir.
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