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HT-29 Kolon Kanser Hiicre Hattinda Senkronizasyon Baslaticilarin Sirkadiyen Ritimdeki Rolii
Dilek OZTURK!  Beyza GONCU*

OZET: Memelilerde merkezi sirkadiyen saat, hipotalamusta konumlanmustir. Periferal saatleri néronal ve
endokrin sinyaller ile koordine etmektedir. Sirkadiyen saat gen ve proteinlerinin, merkezi saatten bagimsiz olarak
da periferal hiicre ve dokularda ritmik ekspresyona devam ettigi yapilan ¢aligmalar ile gdsterilmistir. immortalize
hiicre hatlarinda da ritim devam etmekte ancak hiicreler arasi koordinasyon bozulmaktadir. Hiicre hatlari kanser
ile ilgili yolaklar ve sirkadiyen ritim iligkisini ¢aligmak igin en elverisli aracilardir. Ancak 6ncelikle ritmik gen
ekspresyonunun devam ettiginin gosterilmesi gerekmektedir. Hiicreler arasi senkronizasyonun saglanmasi igin
bazi aracilar kullanilmaktadir. Bu ¢aligmadaki amacimiz; giiglii senkronizasyon baglaticilar olan fetal bovin serum
ve deksametazonun HT-29 kolon kanseri hiicre hattinda PER2 saat geninin ekspresyonu tizerindeki roliini
incelemektir. Bu amagla; fetal bovin serum veya deksametazon uygulamasini takiben HT-29 hiicreleri alt1 farkl
zamanda toplanarak RNA izole edilmis ve PER2 ve ACTB gen ekspresyonlar1 ger¢cek zamanli PZR deneyi ile
kantifiye edilmistir. Sonuglar Lineer Cosinor analizleri ile degerlendirilmistir. PER2 genine ait mRNA
ekspresyonlarindaki degisim ACTB referans geni ile kiyaslanarak degerlendirildiginde, her iki baslatici ile de
ritmik ekspresyonun saglandigi gosterilmistir. Her iki baslatici ile de Cosinor analizine gore 18 ve 24 saatlik
periyot siirelerinde anlamli ritmik degisim gosterilmistir. EK olarak deksametazon ile baslatilan senkronizasyonda,
24 saatlik periyot siiresinde zaman dilimindeki giiven araligimnin anlamli oldugu goézlenmistir. HT-29 hiicre
hattinda iki farkli baslatici ile yapilan bu ¢caligmada sirkadiyen periyot siirelerinin hesaplanmasinda baslaticilarin
degiskenlik gosterebildigi tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Senkronizasyon, Sirkadiyen ritim, HT-29, FBS, Deksametazon
The Role of Synchronization Mediators in Circadian Rhythm in HT-29 Colon Cancer Cell Line

ABSTRACT: In mammals, the central circadian clock is located in the hypothalamus, coordinating peripheral
clocks with neuronal and endocrine signals. It has been shown that circadian clock genes and proteins continue
their rhythmic expression in peripheral cells and tissues independent of central clock. The rhythm continues even
in the immortalized cell lines, but intercellular coordination is impaired. Cell lines are good mediators for studying
cancer-related pathways and circadian rhythm relationships. However, it should first be shown that rhythmic gene
expression continues. Some mediators are used to achieve intercellular synchronization. The aim of this study
was to investigate the role of strong synchronization initiators, FBS, and dexamethasone, on the expression of the
PER2 clock gene in the HT-29 colon cancer cell line. For this purpose; following FBS or dexamethasone
administration, HT-29 cells were harvested at 6 different times to isolate RNA and the PER2 and ACTB gene
expressions were quantified by real-time PCR assay. The results were evaluated by Linear Cosinor analysis. When
the change in mRNA expression of the PER2 gene was compared to the ACTB reference gene, it was shown that
rhythmic expression was achieved with both initiators. According to the Cosinor analysis, a significant rhythmic
change was observed in both 18 and 24 hour periods. However, in the synchronization with dexamethasone, the
confidence interval in the time Period was also significant in the 24 hour period. In this study, it was determined
that the initiators may vary in the calculation of circadian Periods which was carried out with two different
initiators in HT-29 cell line.
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GIRIS

Sirkadiyen saatler, neredeyse tiim canli
organizmalarda bulunan son derece korunmus,
endojen zamanlayicilardir. Insanda bu saatler,
uyku-uyaniklik dongiileri ve metabolizma dahil
olmak iizere bircok davranigsal ve fizyolojik
siirecte 24 saate yakin ritimleri
Memelilerde, bu giinliik ritimler, i¢ hipotalamusta
bulunan merkezi bir sirkadiyen zamanlayici olan,
suprakiasmatik  cekirdek (SCN) tarafindan
kontrol edilir. Cogu periferik doku ve hiicre, ayn1
zamanda sirkadiyen saat genlerinden ve
proteinlerinden olusan transkripsiyonel-
translasyonel geri besleme dongiileri tarafindan
siirdiiriilen sirkadiyen osilatorleri icerir. Temel
sarmal dongii proteinleri CLOCK ve BMALL, bir
transkripsiyonel aktivator kompleksi olusturmak
icin heterodimerize olur ve protein iiriinleri kendi
transkripsiyonunu baskilayan PER ve CRY
baskilayici genlerini aktive eder (Dibner, Schibler
ve ark. 2010, Tamai, Nakane ve ark. 2018).

Memeli sirkadiyen zamanlama sistemi,
hiyerarsik bir yapiya sahiptir, SCN ana osilator
olarak hareket eder ve dokulardaki periferal
saatleri koordine eder. Sirkadiyen saatler, zamani
yalnizca yaklasik olarak Olcebilir ve bu nedenle
jeofiziksel zamanla rezonansta kalabilmek igin
her giin senkronize edilmeleri gerekir. SCN
noronlarinin osilatorleri, oncelikle fotik sinyaller
araciligiyla  senkronize edilirken, periferal
organlara ritmik bilgiyi ndronal ve endokrin
sinyaller ile aktarir (Nagoshi, Saini ve ark. 2004,
Dibner, Schibler ve ark. 2010).

Perifal dokularda SCN’den bagimsiz olarak
ritmisite devam etmektedir. Karaciger, akciger,
bobrek, dalak, pankreas, kalp, mide, iskelet kasi,
kornea, tiroit ve adrenal bez doku kiiltiirlerinde
sirkadiyen saate bagli gen ekspresyonlart giiglii
bir sekilde devam etmektedir. SCN lezyonu
bulunan farelerde periferal saatler osile olmaya
devam eder, ancak ritim egrilerinin fazlar
koordine degildir. Immortalize hiicre
kiltiirlerinde de  ritim  gOriilmiis  ancak
osilasyonun senkronize olmadigi tespit edilmistir.
Bu ritimlerin senkronize edilmesi i¢in farkli ritim

diizenler.

baslaticilart hiicre kiiltiirlerinde kullanilmistir.
Periferik saatler i¢in baskin senkronize edicinin
SCN’den daha c¢ok besin alimi oldugu ¢aligmalar
ile tespit edilmistir (Balsalobre, Damiola ve ark.
1998, Nagoshi, Saini ve ark. 2004, Izumo, Sato ve
ark. 2006).

Gunimiizde, in vitro c¢alismalarda
sirkadiyen ritmin sekronizasyonunun baslatilmasi
icin farkli indiikleyiciler kullanilmaktadir.
Bilinen on farkli senkronizasyon basglaticidan en
yiksek amplitiit olusturanlar sirasiyla %50
at/bovin serum (FBS), deksametazon (Dex)
(glukokortikoid reseptor agonisti), forsokolin
(Fsk) ve epidermal biiyiime faktorii (EGF)’diir
(Izumo, Sato ve ark. 2006).

Cevresel faktorlerde yasanan degisimlere
bagl olarak 24-saatlik periyot siiresi saat genleri
sayesinde esnetilerek, gecikme veya uzama
gosterebilmektedir. Saat genlerinden Periyod 1
(PER1) ve Periyod 2 (PER2) 1s18a-bagli yeniden
baslatma siiresince yiiksek hizda ekspresyonlari
degistirilerek siireci dengelerler (Cheon, Park ve
ark. 2013). Biitin bu siiregler hem periferal
dokularda  hem  de  hiicre
senkronizasyon sinyalleri egliginde diizenlenir
(Minami, Ode ve ark. 2013).

Bu c¢alismada amacimiz, HT-29 (insan
epitelyal kolorektal adenokarsinom) kolon
kanseri hiicre hattinda iki farkli araci kullanilarak
senkronizasyonun baslatilmasinda olusabilecek

hatlarinda

farkliligin belirlenmesidir. Calismada,
senkronizasyon baglatict olarak besin ve
glukokortikoid reseptdr agonisti olan Dex

kullanilmigtir. Kolon kanserinin diinyadaki en
oliimciil tgilincli kanser tipi olmasi nedeniyle
model olarak HT-29 kolon kanser hiicreleri

secilmistir  (Siegel, Miller ve ark. 2017).
Senkronizasyonun  baslatilmasini  takiben,
sirkadiyen ritme bagli genlerden PER2

ekspresyonu kantitatif olarak degerlendirilmistir.
MATERYAL VE YONTEM

Hiicre Kiiltiirii: Calismada model olarak
HT-29 hiicre hatt1 kullanildi. Biitiin ¢alisma pasaj
17-25’¢ kadar olan siirede gergeklestirildi. HT-29
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hiicreleri i¢in DMEM/F12 medyum (Gibco,
ThermoFisher, Waltham, MA, USA) ve % 10
FBS (Panbiotech, Aidenbach, Germany), % 1
penisilin/streptomisin (Panbiotech) ile beraber
kullanildi. Hiicreler 37°C'de % 5 CO2 igeren
hiicre kultiir inkiibatorii kullanilarak, her 2-3
giinde bir % 80 konfliient olduklarinda pasajlandi.
Her pasaj esnasinda % 0,05 tripsin-EDTA
(Panbiotech) kullanildi.

Senkronizasyon: HT-29 hiicreleri 6-
kuyulu plakalara % 60-65 konflient olacak
sekilde kiiltiire edildi. Kiiltiirlin baglamasindan
12 saat sonra 6-kuyulu plakalar iki ayri grup
olacak sekilde ayrilarak medyumlari
uzaklastirildi. Iki gruba ayrilan 6-kuyulu
plakalara sirasiyla; % 50 FBS ve 200nM
(Kiessling, Beaulieu-Laroche ve ark. 2017) Dex
icerecek  sekilde hazirlanan hiicre  kiiltiir
medyumu eklendi. iki saat kiiltiire birakildi.
Besin ve kimyasal aracili senkronizasyon soku
daha once bildirilen protokole gore uygulandi
(Balsalobre, Damiola ve ark. 1998, Izumo, Sato
ve ark. 2006, van der Veen, Shao ve ark. 2012).
Senkronizasyon  sok  siiresi  (iki  saat)
tamamlandiktan sonra hiicreler normal kiiltiir
kosullaria alind. Belirlenen zaman
araliklarinda, ileri asamalar icin kiiltiirden
hiicreler toplandi. HT-29 hiicreleri i¢in belirlenen
zaman  araliklar1  sirasiyla;  serum  sok
sonlandirildigr andaki zaman dilimi sifir olarak
kabul edildi (TO), 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 araliklari i¢in 6rnekler triplike
olarak c¢aligildi, standart hata (SH) degerleri
Excel’de (2013, Microsoft Inc., USA) hesaplandi.

RNA izolasyonu ve cDNA Sentezi: Gen
ekspresyon analizleri i¢in total RNA izolasyonu
Hibrigen Total RNA Izolasyon Kiti (Hibrigen,
Istanbul, Turkey) kullamlarak gergeklestirildi..
Deney diizenegindeki kiiltiirden elde edilen her
hiicre grubu tripsinize edilerek toplandir ve 300
g’de 5 dakika santrifiij edildi. Stipernatant kismi1
atild1 ve hiicre pelleti 200 ul 1X PBS igerisinde
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 pl Dnase inkiibasyon
tamponu ve 10 ul DNAse I’den olusan karisim
hazirlandi. Tamamu filtreli tiipe aktarilarak 15
dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.
Inkiibasyonu tamamlanmis orneklerin iizerine
500 pl yikama tamponu I eklenip, 8000 g’de
4°C’de 15 saniye santrifiij edildi ve siipernatant
uzaklagtirildi.  Devaminda 500 pl yikama
tamponu Il eklenip, 8000 g’de 4°C’de 15 saniye
santrifij edildi ve tgiincli yikama islemi igin
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 40
ul eliisyon tamponu eklenerek, 8000 g’de 4°C’de
1 dakika santrifiij edilerek total RNA eliisyonu
tamamlandi. Elde edilen RNA’nin miktari, safligi
NanoDrop (ThermoFisher, Waltham, MA, USA)
cihaziyla  belirlendi.  izole edilen total
RNA’lardaki mRNA’larin Revers Transkriptaz -
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PZR) ile
komplementer DNA’larinin (cDNA)
olusturulmasi i¢in High-Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit (Applied Biosystems, CA,
USA) kullanildt ve thermal cycler cihazi ile
PZR’lar gerceklestirildi.

RT-PZR: Elde edilen cDNA’lardan hedef
gen olan PER2 mRNA seviyesindeki degisim
oranlari referans gen olan ACTB (B-aktin, NCBI
Gen No: 60) ekpresyonu ile kiyaslanmasi
sonrasinda saptandi. Ozgiil olarak dizayn edilen
primerler; PER2: ileri
AAATCCGCTACCACCCCTTC, geri
AAGGCAGCAAAGCTGACTCTC ve ACTB:
ileri  CATGTACGTTGCTATCCAGGC, geri
CTCCTTAATGTCACGCACGAT. Tasarlanan
primerlerin erime sicakligi (Tm) 62,6°C olarak
belirlendi ve qPZR isleminde SensiFAST SYBR
Mix (Bioline, Luckenwalde, Germany) kullanildi.
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
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saniye baglanma ve 72°C’de 20 saniye sentez ile
tamamlandi. SYBR Green hidrolizine bagl
floresan artig1 goriilen inceleme Orneklerinden
elde edilen grafiklerdeki cycle of threshold (Ct)
verileri degerlendirildi. Tiim 6rnekler ikili olarak
calisildi. Elde edilen Ct degerlerinin ortalamasi
alind1. Genlerin degisim oranlar1 224t yntemi
kullanilarak hesaplandi (Livak and Schmittgen
2001).

Istatistiksel Analiz: Ritme bagl degisimin
siniizoidal ~ fonksiyonunun  bir  sirkadiyen
ritmindeki anlamlilign  Cosinor  algoritmasi
(Fourier 1822, Nelson, Tong ve ark. 1979,
Cornelissen 2014) kullanilarak Lineer Cosinor
(MathLab , The MathWorks Inc., Massachusetts,
USA) ile hesaplandi. Anlamli bulunan “Bir
Periyot” siiresine ait giiven araligmin zaman
diliminde gosterimi MathLab programi (The
MathWorks  Inc.,  Massachusetts, USA)

TO T6 Ti2

kullanilarak  ¢izildi. P<0,05 olan degerler
istatistiki olarak anlamli kabul edildi.
BULGULAR VE TARTISMA

Dex ve FBS aracili senkronizasyon

sokunun tamamlanmasi ile belirlenen zaman
araliklarinda (TO, Te, T12, TI18, T24, T30
stirelerinde)  HT-29  hiicreleri  kiiltiirden
toplanarak  PER2 genine ait mRNA
ekspresyonlarindaki degisim ACTB referans geni
ile kiyaslanarak degerlendirildi (Sekil 1). One-
way ANOVA testi zaman araliklarindaki iki
farkli baslaticinin, mRNA
ekspresyonlar1 arasindaki anlamli degisiminin
belirlenmesi i¢in kullanildi. mRNA rolatif gen
ekspresyon degisimleri istatistiksel olarak TO,
T12, T18, T24, T30 zaman araliklar1 i¢in anlamli
farklilik gostermedi. Sadece T6 zaman araliginda
PER2/ACTB mRNA ekspresyonu, Dex ile FBS’e
gore anlamli sekilde artmistir (p=0,003).

senkronizasyon

Tis T24 T30

0,003

0,002 -

0,001 -

PER2/ACTB mRNA rilatifgen ekspresyonu

0

$=FBS
~l-Deksametazon

Sekil 1: PER2/ACTB mRNA rélatif gen ekspresyon FBS ve Dex kullanilarak senkronizasyon soku sonrasinda belirlenen
zaman araliklarina gore degisimi. Her nokta ii¢ drnege ait ortalam degeri gostermektedir, SH asag1 ve yukar1 yonde hata

cubuklari ile gdsterilmistir.

PER2 mRNA ekpresyonunun ACTB
referans geni ile farkli “Periyot” siirelerine bagl
olarak yapilan Lineer Cosinor analiz sonuglart ise
Cizelge 1°de gosterilmektedir. Lineer Cosinor
analiz sonuclar1 degerlendirildiginde, sirkadiyen
ritim sirasiyla Dex ve FBS i¢in 18. saatte
(p=0,0073 ve p=0,0188) ve 24. saatte (p<0,0001

ve p=0,0286) “Bir Periyot” siiresini tamamladig1
belirlenmistir. Lineer Cosinor hesaplamalarinda
senkronizasyon baglaticilar; Dex ve FBS
verilerine gore, “Bir Periyot” 18 saat kabul
edildiginde PER2/ACTB  giiven  araligi
istatistiksel anlamli bulundugu halde zaman
dilimi simirlarmin disinda kaldigr gozlenmistir

2210



Dilek OZTURK ve Beyza GONCU

9(4): 2207-2215, 2019

HT-29 Kolon Kanser Hiicre Hattinda Senkronizasyon Bagslaticilarin Sirkadiyen Ritimdeki Rolii

(Sekil 2A ve 2C). Ayni sekilde “Bir Periyot” 24
saat kabul edildiginde PER2/ACTB giiven araligi,
FBS ile baslatilan senkronizasyonda zaman dilimi

siirlarinda goriilmektedir (Sekil 2B). Yalnizca
T18
A.
7]
|m -
Ll

-1.5 -IT -0‘.5 (; 0‘I5 “I\ 14"5

y =10
A.Senkronizasyon baglatici olarak FBS kullanilan gruptaki
PER2 mRNA ekspresyonunun ACTB referans genine bagh
olarak degisiminin, 18 saatin "Bir Periyot" kabul edilerek

zaman diliminde gosterimi.

T18

%107

O

Deksametazon

-1 -0.5 0 0.5 1

7 %107
C.Senkronizasyon baglatici olarak Dex kullanilan gruptaki
PER2 mRNA ekspresyonunun ACTB referans genine bagh
olarak degisiminin, 18 saatin "Bir Periyot" kabul edilerek
zaman diliminde gosterimi.

Dex ile baglatilan senkronizasyonda, “Bir
Periyot” 24 saat kabul edildiginde zaman
dilimindeki gliven araligmin anlamli oldugu
gozlenmistir (Sekil 2D).

T24

-1 -0.5 0 0.5 1

g %107
B.Senkronizasyon baglatici olarak FBS kullanilan gruptaki
PER2 mRNA ekspresyonunun ACTB referans genine bagh
olarak degisiminin, 24 saatin "Bir Periyot" kabul edilerek
zaman diliminde gosterimi.

x10°

T24

o

0.5

-05

Deksametazon
3

-1 -0.5 0 0.5 1
7 x103

D.Senkronizasyon baslatic1 olarak Dex kullanilan gruptaki
PER2 mRNA ekspresyonunun ACTB referans genine bagh
olarak degisiminin, 24 saatin "Bir Periyot" kabul edilerek
zaman diliminde gdsterimi. Zaman dilimindeki daire gap1
giiven araliginin anlamliligl arttikca, zaman diliminde
kiictilmektedir

Sekil 2: “Bir Periyot” siiresine ait giiven araliginin zaman diliminde gosterimi.
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Cizelge 1: PER2 mRNA ekpresyonunun ACTB referans geni ile farkli senronizasyon baglaticilara ve farkli “Periyot”
stirelerine bagli olarak yapilan Lineer Cosinor analiz sonuglari. (FBS: fetal bovin serum, Dex: Deksametazon, glukokortikoid

reseptOr agonisti).

Periyot Siiresi (saat) Senkronizasyon Baslatici Akrofaz Amplitiit p degeri
18 FBS 6,0576 0,00060 0,0188
Dex 5,6828 0,00058 0,0073
24 FBS 5,6488 0,00049 0,0286
Dex 5,2301 0,00058 <0,0001
30 FBS 1,0746 0,00066 0,4421
Dex 1,3506 0,00071 0,6246

SONUC

Sirkadiyen ritmin senkronizasyonu biitiin
hiicreler i¢in onem arz etmektedir. Sirkadiyen
zamanlama sistemi memeli doku ve organlarinda
her hiicrenin belirli bir oranda ritmik gen
ekspresyonu araciligin  ile  fizyolojik  ve
biyokimyasal stireglerini etkilemektedir.
(Schibler 2005, Levi, Okyar ve ark. 2010).

Serum (FBS) soku ilk kez Balsalobre ve
ark. tarafindan 1998 yilinda memeli fibroblast
kiiltiirtinde kullanilmistir. Kisa siireli yiiksek
konsantrasyonda  serumun  saat  genlerini
senkronize edebildigi gosterilmistir. Serum, Rat-
1 fibroblast hiicrelerinde PER1 ve PER2 genlerini
aktive ederek senkronizasyonu baslatmistir
(Balsalobre, Damiola ve ark. 1998). Serum
igerisinde pek cok nutrisyonel ve
makromolekiiler  faktér  bulunur.
faktorleri, hormonlar, amino asitler, lipitler gibi
kiiclik molekiiller, hiicre biiyiimesi i¢in gereklidir.
Ayrica periferal hiicreler i¢in besinin gii¢lii bir
senkronize edici oldugu bilinmektedir (Nagoshi,
Saini ve ark. 2004).

Balsalobre ve ark. glukokortikoid
sinyalinin de hiicre kiiltiiriinde sirkadiyen saati
resetleyebildigini  i1lk  kez  gdstermislerdir
(Balsalobre, Brown ve ark. 2000, Balsalobre,
Marcacci ve ark. 2000). Glukortikoid glukoz ve
lipit metabolizmasini, immiin aktiviteyi, Stres
yanitini, Ogrenmeyi ve hafizayr diizenleyen
multifonksiyonel bir hormondur. GC sirkadiyen
ritim tizerinde de giiclii etkiye sahiptir. Varligi
perifer dokularda oldugu kadar, hiicre hatlarinda
da sirkadiyen fazi ritmik olarak uyarabilmektedir

Biiylime

(Kassel and Herrlich 2007, Cheon, Park ve ark.
2013). GC reseptoriiniin ekspresyonu SCN’de
degil yalnizca periferal dokularda bulundugu i¢in,
ana osilator mekanizmanmn etkisi olmadan,
GC’nin periferal saat ritmini diizenlemesinde de
rol almaktadir (Cheon, Park ve ark. 2013,
Zielinska, Van Moortel ve ark. 2016). Senkronize
edici sinyaller dikkate alindiginda glukokortikoid
reseptdor agonisti olan Dex’in 1yi bir aday
oldugunu gostermektedir (Izumo, Sato ve ark.

2006, Cheon, Park ve ark. 2013).
Senkronizasyon siireclerinde PER1 ve
PER2 hizli sekilde stirecini  etkiler.
Kromatin immiinopresipitasyon (ChlIP)
sekanslama analizine gére PER2 genine yakin ii¢
ayri GC-response element (GRE) baglanma
bolgesi bulundugu bildirilmistir. Bu intronik
GRE baglanma bolgeleri PER2nin  GC
varligindaki yanitina etkir (Reddy, Pauli ve ark.
2009). Deney hayvanlari ile gergeklestirilen in
Vvivo bir¢ok c¢alismada PER2-knockout farelerde;
lokomotor aktivitelerinde aritmi veya kisalmis
sirkadyen beslenme bozukluklar
gozlenmistir (Zheng, Larkin ve ark. 1999,
Albrecht, Zheng ve ark. 2001, Feillet, Ripperger
ve ark. 2006, Pendergast, Friday ve ark. 2010).
Bir baska in vivo ¢alisma da, 6zellikle dokuzuncu
intronda bulunan GRE baglanma bolgesi olmayan
PER2-knockout  fareler  kullanilmistir.  Bu
farelerde GC-bagimli glukoz intoleransi, insiilin
direnci ve hatta leptin miktarinda kismi azalma
gbzlenmistir (So, Bernal ve ark. 2009). Yabanil
tip farelere gore PER2-knockout farelerin ise
erken uyandiklar1 bildirilmistir (Kopp, Albrecht
ve ark. 2002). Ayrica insanlarda PER2
2212
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mutasyonlarinin PER2 geninin niikleer taginimin
ve degredasyonun hizlanmasint indiikleyerek
ailesel uyku fazi bozukluklarma (Familial
advanced sleep phase syndrome (FASPS)) sebep
oldugu gosterilmistir (Toh, Jones ve ark. 2001,
Vanselow, Vanselow ve ark. 2006). PER2
sirkadiyen ritmin senkronizasyonunda gorev alan
bir komponent olmasina ragmen, zamana bagh
birgok  metabolizmanin  diizenlenemesinde
aktivitesi biiyiikk onem arz etmektedir (Xu, Toh ve
ark. 2007).

Kolon kanser hiicre hatlar1 ile daha once
yapilan caligmalarda farkli senkronizasyon
baslaticilar denenmistir. Pardini ve ark. Caco-2 ve
HT-29 hiicrelerinde % 50 FBS uyguladiktan
sonra saat genlerinin diizeyine bakmislar, ancak
ritmik ekspresyonun basladigini
gostermemiglerdir (Pardini, Kaeffer ve ark.
2005). Kiessling ve ark. HCT-116 hiicrelerinde
200 nM Dex ile PER2 ve NR1D1 genlerinin
ritmik ekspresyonunu gostermistir (Kiessling,
Beaulieu-Laroche ve ark. 2017). Ballesta ve ark
ise  Caco-2 hiicre hattinda serum sok
uygulamasindan sonra REV-ERBa, PER2,
BMALL1 saat genlerinin ekspresyonunun 26 saat
50 dakikalik bir periyot ile osile oldugunu
gostermistir (Ballesta, Dulong ve ark. 2011). HT-
29 hiicre hattinda senkronizasyon baslaticilarin
karsilastirildigi bir caligma bulunmamaktadir.

Bilindigi  tizere  sirkadiyen ritim
hesaplamalar1 i¢in matematiksel modellemeler
kullanilmaktadir. Bunlar arasinda; Rayleigh
Testi, Enright Periyotogram, Lomb — Scargle
Periyotogram, Fourier Transformasyon Analizi
ve Lineer Cosinor testi bulunmaktadir (Refinetti,
Lissen ve ark. 2007). Calismamizda bu
modellemelerden 1963'de Marquardt tarafindan
gelistirilen Lineer Cosinor testini uyguladik,
clinkii bu test giiven aralifina bagh olarak
optimum interpolasyonu tahmin etmeye yarayan,
lineer olan ve olmayan “Bir Periyot”un kosiniis
fonksiyonunun belirlenmesi i¢in kullanilmaktadir
(Marquardt 1963).

Testten ¢ikan sonuglarin hesaplamalarinin
yapilabilmesi i¢in ritmin senkronizasyonu 18, 24

ve 30 saatte tamamlandigi on gorilmistiir.
Analizler sonucunda PER2 MRNA
ekspresyonuna bagli olarak senkronizasyon
baslaticilarin “Bir Periyot” siiresinde istatistiksel
olarak anlamli farklilik olusturdugu
gosterilmistir.

Giiven araliginin zaman dilimi
¢emberindeki ¢api, Lineer Cosinor verileri
anlamli olsa dahi, zaman dilimi ¢gember alaninda
anlamliligin  artist  ile daralan bir ¢ap
olusturmaktadir. Bu sonuglar esliginde, Lineer
Cosinor verilerinde anlamli bulunan verilerin
“Bir Periyot” siiresi olan 24 saatlik zaman
dilimindeki karsiligi, giiven araliginin ¢ap1 ile
dogru orantilidir. Farkli matematiksel modellerin
kullanimi, farkli anlamlilik ve giiven araliklari
verebilmektedir. Sirkadiyen ritim ¢alismalarinin
en zor yani hesaplama yontemlerinin farkli sabit

ve periyodik degisimler iizerine tahmini
gelistirilen fonksiyonlarin secilmesiyle
olusturulmaktadir.

Sonug olarak, Lineer Cosinor analizi’ne
gore Dex ile baglatilan senkronizasyon ileri
anlamlilik gdstermistir. PER2 genine ait mMRNA
ekspresyonundaki degisim iki ayr1 baslatici ile
degerlendirildiginde HT-29 hiicrelerinin sirasiyla
18 ve 24 saatte “Bir Periyot” gerceklestirdigi
gosterilmistir. Lineer Cosinor analizi ve zaman
diliminin giiven aralig1 beraber diisiiniildiiglinde
Dex 24 saatlik bir ritimde FBS’e gore ileri
anlamlilik  tasidigr  ve olusturdugu
goriilmektedir. Ayrica kimyasal araci olan Dex’in
FBS’ye gore etkili olusu ilerleyen ¢aligmalar i¢in
daha belirleyici olduguna isaret etmektedir. Bu

ritmi

anlamliligim  diger  “Saat  Genleri” ile
degerlendirilmesinin gerekliligi dikkate
alimmalidir.
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