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ONAY SAYFASI

SIRKADIYEN RIiTMIN AS! iLE EDINILEN BAGISIKLIK YANITINA ETKiSINiN
CRISPR/CAS9 TEKNIGIYLE ARASTIRILMASI
Ogrenci: Aybiike Okay

Danigsman: Dog. Dr. Semra AYDIN

Bu tez calismasi 07.06.2023 tarihinde jirimiz tarafindan “ Asi Calismalari Programi”

nda yiksek lisans tezi olarak kabul edilmistir.

Jiri Bagkani: Prof. Dr. Demet CANSARAN DUMAN

(Ankara Universitesi)

Tez Damigmani: Dog. Dr. Semra AYDIN

(Hacettepe Universitesi)

Uye: Dr. Ogr. Uyesi Gamze VARAN

(Hacettepe Universitesi)

Bu tez Hacettepe Universitesi Lisansiisti Egitim-Ogretim ve Sinav Yonetmeliginin ilgili

maddeleri uyarinca yukaridaki jiri tarafindan uygun bulunmustur.

= 8

Prof. Dr. Miige YEMISCI OZKAN

Enstitii Midiiri



YAYIMLAMA VE MULKIYET HAKLARI BEYANI

Enstitli tarafindan onaylanan lisansiistii tezimin/raporumun tamamini veya herhangi bir kismini, basili
(kaglt) ve elektronik formatta arsivleme ve asag1da verilen kosullarla kullanima agma iznini Hacettepe
Universitesine verdigimi bildiririm. Bu izinle Universiteye verilen kullanim haklar1 disindaki tiim fikri
miilkiyet haklarim bende kalacak, tezimin tamaminin ya da bir boliimiiniin gelecekteki ¢aligmalarda
(makale, kitap, lisans ve patent vb.) kullanim haklar1 bana ait olacaktir.

Tezin kendi orijinal ¢alismam oldugunu, baskalarinin haklarini ihlal etmedigimi ve tezimin tek yetkili
sahibi oldugumu beyan ve taahhiit ederim. Tezimde yer alan telif hakki bulunan ve sahiplerinden yazil
izin almarak kullanilmasi zorunlu metinlerin yazili izin alinarak kullandigimi ve istenildiginde
suretlerini Universiteye teslim etmeyi taahhiit ederim.

Yiiksekogretim Kurulu tarafindan yayinlanan “Lisansiistii Tezlerin Elektronik Ortamda
Toplanmasi, Diizenlenmesi ve Erisime A¢ilmasma iliskin Yonerge” kapsaminda tezim asagida
belirtilen Kosullar haricince YOK Ulusal Tez Merkezi / H.U. Kiitiiphaneleri A¢ik Erisim Sisteminde
erisime agilir.

0 Enstitii / Fakiilte yonetim kurulu karari ile tezimin erigime agilmasi mezuniyet tarihimden
itibaren 2 yil ertelenmistir.

o Enstitii / Fakiilte yonetim kurulunun gerekgeli karari ile tezimin erisime agilmasi
mezuniyet tarihimden itibaren ... ay ertelenmistir.®

0 Tezimle ilgili gizlilik karar1 verilmistir.

16.05.2023

Miih. Aybiike OKAY

1 “Lisansiistii Tezlerin Elektronik Ortamda Toplanmas, Diizenlenmesi ve Erigime Acilmasina Iliskin Yonerge”

(1) Madde 6. 1. Lisansiistii tezle ilgili patent bagvurusu yapilmasi veya patent alma siirecinin devam etmesi durumunda,
tez danismaninin onerisi ve enstitii anabilim dalmin uygun goriisii iizerine enstitii veya fakiilte yonetim kurulu iki y1l
stire ile tezin erisime a¢ilmasinin ertelenmesine karar verebilir.

(2) Madde 6. 2. Yeni teknik, materyal ve metotlarin kullanildigi, heniiz makaleye déoniismemis veya patent gibi yontemlerle
korunmamas ve internetten paylasilmas: durumunda 3. sahislara veya kurumlara haksiz kazang imkani olusturabilecek
bilgi ve bulgulari igeren tezler hakkinda tez danigmaninin onerisi ve enstitii anabilim dalimin uygun goriisii tizerine
enstitii veya fakiilte yonetim kurulunun gerekgeli karari ile alti ayi asmamak iizere tezin erigime agilmast
engellenebilir.

(3) Madde 7. 1. Ulusal ¢ikarlari veya giivenligi ilgilendiren, emniyet, istihbarat, savunma ve giivenlik, saglik vb. konulara
iliskin lisansiistii tezlerle ilgili gizlilik karari, tezin yapildigi kurum tarafindan verilir *. Kurum ve kuruluslarla yapilan
isbirligi protokolii ¢ercevesinde hazirlanan lisansiistii tezlere iliskin gizlilik karar ise, ilgili kurum ve kurulusun
onerisi ile enstitii veya fakiiltenin uygun goriisii tizerine iiniversite yonetim kurulu tarafindan verilir. Gizlilik karart
verilen tezler Yiiksekogretim Kuruluna bildirilir. Madde 7.2. Gizlilik karari verilen tezler gizlilik siiresince enstitii
veya fakiilte tarafindan gizlilik kurallar ¢ercevesinde muhafaza edilir, gizlilik kararimn kaldirilmast halinde Tez
Otomasyon Sistemine ytiklenir

* Tez damigmaninin onerisi ve enstitii anabilim dalinin uygun goriisii iizerine enstitii veya fakiilte yonetim kurulu tarafindan
karar verilir.



ETiK BEYAN

Bu ¢aligmadaki biitiin bilgi ve belgeleri akademik kurallar gercevesinde elde
ettigimi, gorsel, isitsel ve yazili tiim bilgi ve sonuglar1 bilimsel ahlak kurallarina uygun
olarak sundugumu, kullandigim verilerde herhangi bir tahrifat yapmadigima,
yararlandigim kaynaklara bilimsel normlara uygun atifta bulundugumu, tezimin
kaynak gosterilen durumlar disinda 6zgiin oldugunu, Dog¢. Dr. Semra AYDIN
danismanhiginda tarafimdan iiretildigini ve Hacettepe Universitesi Saglik Bilimleri

Enstitiisii Yazim Y6nergesi’'ne gore yazildigini beyan ederim.

16.05.2023

Miih. Aybiike OKAY
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TESEKKUR

Ik olarak, bu calismanin gergeklestirilmesine olanak saglayan, tezimdeki
fikirleri gelistirmeme yardimci olan, ilgisini, bilgisini ve deneyimlerini benden
esirgemeyen degerli danismanim Sayin Dog¢. Dr. Semra AYDIN’a, yiiksek lisans
6grenimim boyunca desteklerini esirgemeyen, bir nevi ikinci danigsmanim olan Sayin
Dr. Ogr. Uyesi Gamze VARAN’a, Hacettepe Universitesi As1 Enstitiisii’niin tiim
calisanlaria ve Hacettepe Universitesi Kok Hiicre Enstitiisii’ne ictenlikle tesekkiir
ederim.

Attigim her adimda beni motive eden, her zaman yanimda olan, bilgileriyle,
tecriibeleriyle rehberlik eden, yol gosteren ve beni yetistiren hocalarim; Saymn Prof.
Dr. E. Siimer ARAS ve Sayin Dog. Dr. Ilker BUYUK ’e sonsuz saygi ve tesekkiirlerimi
sunarim.

Nefes aldigim her an desteklerini hissettigim, en degerlim aileme, annem
Goniil OKAY, babam Sebahattin OKAY ve ablam M. Ecem OKAY’a minnettarim,
siikranlarimi1 sunarim.

Her zaman yanimda olan, desteklerini ve yardimlarin1 esirgemeyen sevgili
calisma arkadaslarima yani Ankara Universitesi BMBL iiyelerine, fikirlerini ve
gorislerini paylasarak beni motive eden, aragtirmalarimin ve ¢alismalarimin kalitesini
arttiran, lisans siirecinden beri ayrilmadigimiz ¢ok kiymetli arkadaslarima tesekkiir
ederim.

Son olarak, calismamiz TYL-2022-20000 numarali proje ile desteklenmistir,
Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Yénetimi Koordinatdrliigii Birim

Baskanligi’na tesekkiir ederim.
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OZET

Okay A., Sirkadiyen Ritmin Ag1 ile Edinilen Bagisikhk Yamitina Etkisinin
CRISPR/Cas9 Teknigiyle Arastirilmasi, Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri
Enstitiisit As1 Cahismalar1 Programm, Yiiksek Lisans Tezi, Ankara, 2023.
Sirkadiyen ritimler, gen ekspresyonunun zaman iginde diizenlenmesiyle ortaya ¢ikan
biyolojik siireclerdir. Bu siiregler, uyku ve uyaniklik dongiisii, hormonal salim,
metabolizma ve bagisiklik fonksiyonlar1 gibi bir¢ok biyolojik siireci etkiler. Bu
nedenle sirkadiyen ritimler, genlerin diizenli bir sekilde ifade edilmesi ve viicudun
uygun bir sekilde diizenlenmesi i¢in 6nemlidir. Bir sirkadiyen gen olan TIMELESS,
hiicre dongiisii, DNA hasar yanit1 gibi ¢esitli biyolojik siireclerde de rol oynadigindan,
genis bir arastirma alani olusturmaktadir. Bu tez calismasi kapsaminda, TIMELESS
sirkadiyen geninin bagisiklik sistemiyle iliskisi aragtirtlmigtir. Bu amagla, dncelikle in
silico yontemler kullanilarak TIMELESS’in fizikokimyasal o6zellikleri, hiicre igi
lokalizasyonu ve 3 boyutlu protein yapisi incelenmistir. Ardindan filogenetik agag ve
motif analizi yapilarak TIMELESS"in evrimsel iliskileri belirlenmistir. Daha sonra in
silico yollarla TIMELESS" hedefleyen 52 miRNA tespit edilmistir. Bu miRNA’larmn
kanserle, bagisiklik ve enfeksiyonla iligkili oldugu biyoinformatik yollarla
belirlenmistir. Ek olarak, CRISPR/Cas9 yontemi kullanilarak, HEK293 hiicrelerinde
TIMELESS geni nakavt edilmis ve BCG asis1 araciligiyla innate ve adaptif 84 genin
ekspresyon diizeyleri incelenmistir. Edinilen bulgular sonucunda TIMELESS geninin
bagisiklik sistemi fonksiyonlariyla iligkili oldugu tespit edilmistir. Bu tez ¢aligsmasi
TIMELESS geni ve diger sirkadiyen genlerin fonksiyonlarinin daha iyi anlasilmasz,
saglik ve hastalik tizerindeki sirkadiyen ritimlerin etkilerinin daha iyi arastirilmasi ve

tedavi yaklagimlarinin gelistirilmesine yardimci olabilir.

Anahtar Kelimeler: sirkadiyen ritim, TIMELESS, miRNA, bagisiklik, BCG asisi,
gRT-PCR
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ABSTRACT

Okay A., Investigation of the Effect of Circadian Rhythm on Vaccine-Acquired
Immune Response with CRISPR/Cas9 Technique, Hacettepe University
Graduate School of Health Sciences Vaccinology Program Master Thesis,
Ankara, 2023. Circadian rhythms are biological processes that occur through the
regulation of gene expression over time. These processes influence many biological
processes such as the sleep and wake cycle, hormonal release, metabolism and immune
functions. Circadian rhythms are therefore important for the regular expression of
genes and the proper regulation of the body. Since TIMELESS, a circadian gene, is
also involved in various biological processes such as cell cycle and DNA damage
response, it constitutes a broad research area. In this thesis, the relationship between
the TIMELESS circadian gene and the immune system was investigated. For this
purpose, firstly, the physicochemical properties, subcellular localization and 3D
protein structure of TIMELESS were examined using in silico methods. Then, the
evolutionary relationships of TIMELESS were determined by phylogenetic tree and
motif analysis. Then, 52 miRNAs targeting TIMELESS were identified by in silico
methods. These miRNAs were bioinformatically identified to be associated with
cancer, immunity and infection. In addition, using the CRISPR/Cas9 method, the
TIMELESS gene was knocked out in HEK293 cells and the expression levels of 84
innate and adaptive genes were examined by BCG vaccination. As a result of the
findings, it was determined that the TIMELESS gene is associated with immune
system functions. This thesis study may help to better understand the functions of the
TIMELESS gene and other circadian genes, to better investigate the effects of

circadian rhythms on health and disease, and to develop therapeutic approaches.

Key words: Circadian rhythm, TIMELESS, miRNA, immune system, BCG vaccine,
gRT-PCR.
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Isik, retinadan baglayarak hipotalamusta bulunan suprakiazmatik
cekirdek (SCN) bolgesini uyarir ve boylece biyolojik ritim diizenlenir.
Sekil BioRender kullanilarak olusturulmustur.

Memelilerde sirkadiyen gen agi.

TIMELESS her iki dongiiniin molekiiler mekanizmalarina dogrudan
katilir ve sonug olarak bu tiir proteinin ortadan kaldirilmasi, her iki
dongiliniin de ¢okmesine neden olabilir. (Sekil BioRender araciligiyla
olusturulmustur).

TIMELESS ve diger sirkadiyen genlerin kromozomal lokasyonu
CRISPR-Cas9 genom diizenlemesi

CRISPR Cas9 sistemi, birlikte bir riboniikleoprotein (RNP) kompleksi
olusturan bir kilavuz RNA (gRNA) ve Cas9 niikleazindan olusur.

Iki pargali ve tek kilavuzlu RNA formatlari.

CRISPR-Cas bilesenleri ¢ift zincirli bir kopma olusturur. sgRNA ve
Cas9 kompleksi bir riboniikleoprotein olusturur. sgRNA, genomik
hedefe baglanir ve Cas9, DNA'da cift zincirli bir kirilma (DSB) yapar.

Homolog olmayan ug birlestirme (NHEJ) onarimi. NHEJ, hedef DNA
zincirinde eklemeler veya silmeler (indeller).

CRISPR Cas kaynakli HDR yolu. Hedef dizideki belirli bir bolgede
CRISPR-Cas kaynakli DSB, HDR yolunu baslatir. Bu, homolog
bolgeler igeren dondr sablonunun ve nakavt sekansinin mevcudiyetinde
meydana gelir. Homolog rekombinasyon, hasarli hedef zinciri onarir.

Gen diizenlemesi sonrasi olusan onarim mekanizmalart.
Sekil BioRender araciligiyla olusturulmustur.

T7 endoniikleaz kullanilarak genom diizenlemenin degerlendirilmesi.
Sekil BioRender araciligiyla olusturulmustur.

Dogustan gelen ve adaptif bagisiklik sistemine ait yapilar.
Sekil BioRender tarafindan olusturulmustur.

Tiiberkiiloz enfeksiyonu ve hastaliginin spektrumu.
IGRA=Iinterferon-y salinim testi. TST=tiiberkiilin cilt testi.
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BCG asis1 intrakutan olarak enjekte edildikten sonra monositler, makrofajlar
ve DC'ler (dendritik cell) as1 yerinde BCG'yi tanir ve giiglii bir bagisiklik
tepkisi olusturur. BCG, DC'ler veya makrofajlar tarafindan taninir ve
i¢sellestirilir. BCG'nin hiicre duvari veya diger bilesenleri, farkli ligandlara
baglanan, uyarilmis hiicrelerin kostimiilator molekiillerini yukari regiile eden
ve TB'ye kars1 dogustan gelen bagisiklik tepkisini aktive eden PRR'ler
(Model tanima reseptorleri) olarak islev goriir. Aktive edilmis DC hiicreleri,
mikobakteriyel spesifik CD4+ ve CD8+ T hiicrelerini bir Thl profili ile
aktive etmek igin lenf diiglimlerine go¢ eder ve ardindan IFN-gama ve
granzim gibi yiiksek seviyelerde sitokinlerin salgilanmasini indiikler. Ayni
zamanda BCG antijenlerine yanit veren B hiicreleri, hafiza hiicrelerinin,
plazma hiicrelerinin ve antijene 6zgii antikorlarin {iretimine yol agar.

Sekil BioRender kullanilarak olusturulmustur. 36
pSpCas9(BB)-2A-GFP (PX458) plazmitine ait harita 41
HEK?293 hiicre hattinin yetistirilmesi (Sekil BioRender kullanilarak

olusturulmustur). 44
TIMELESS proteinine ait tahmini lokalizasyon 53
TIMELESS proteinine ait 3D yap1 55

ML yo6ntemi kullanilarak 1000 tekrarli sekilde olusturulan
filogenetik agac 57

Sirkadiyen proteinlerin korunmus 20 motifine ait sematik gosterim.

Motifleri tanimlamak i¢in MEME ¢evrimigi araci kullanilmistir. Her motif
tipi farkli renkteki kutularla gosterilmistir ve kutulardaki sayilar
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1. GIRIS

Sirkadiyen saatler ¢cogu canli organizmada bulunan, fizyolojik ve davranigsal
islevleri gilindiiz-gece dongililerine uyarlamak i¢in 24 saatlik molekiiler salimlar
yonlendiren bir mekanizmadir. Sirkadiyen ritim terimi, ilk olarak Halberg tarafindan
diinyanin giinliik doniisii ile organizmalardaki biyolojik siireglerin yaklasik 24 saatlik
endojen salimlart belirtmek i¢in kullamilmigtir (1). Fotosentetik prokaryotlardan
yiiksek Okaryotlara kadar degisen organizmalarda gozlenen bu tiir igsel ritimler, i¢
ortami dis ipuglariyla koordine etme ve uyarlama isleviyle birlikte fizyolojik ve
davranigsal siirecleri gegici olarak diizenleyen icsel bir sirkadiyen saatin varligini
yansitir (2, 3). D1s uyaranlarla baglantili olusan sirkadiyen ritimler, 151k diizeni ve gida
alimi gibi dis faktorlerle iligkilidir. Memelilerde 151k, g6z yoluyla islenir ve
retinohipotalamik yoluyla ana i¢ kalp pili olan hipotalamik suprakiazmatik ¢ekirdege
(SCN) iletilir (Sekil 1.1). Retinada, fotopigment melanopsini eksprese eden, 1s18a
duyarli fotoreseptif retinal ganglion hiicreleri (ipRGC), SCN saatlerini olusturmak i¢in
fototik bilgiyi iletir (4). SCN, her biri hiicreden bagimsiz bir sirkadiyen ritim
sergileyen yaklagik 10.000 noéron igeren iki tarafli ¢ekirdeklerden olusur (5). SCN
noronlari, birbirleriyle senkronize kalmalarina izin veren farkli ve topografik olarak
organize edilmis baglanti mekanizmalarina sahiptir. Viicuttaki diger hiicreleri
senkronize etmelerini saglayan belirgin bir sirkadiyen-noronal frekans ritmi
olustururlar. Merkezi kalp pili saati (central pace maker clock), hemen hemen her
memeli organinda (yani akcigerler, karaciger, kalp gibi) ifade edilen ¢oklu cevresel
saatleri senkronize eder. Periferik saatlerin senkronizasyonu, hipotalamik ana saat
tarafindan periferik sinir sistemi araciligiyla yalmzca hiyerarsik ve dikey olarak
kontrol edilmez, ayni zamanda hem hiimoral hem de hiimoral olmayan yollarla
saglanir. Ozellikle, SCN, periferik dokularin otonomik innervasyonu, endokrin
sinyalleme (glukokortikoidler, viicut 1sis1 ve beslenmeyle ilgili ipuglar1) yoluyla
periferik osilatorleri kontrol eder. Glukokortikoid yanit elemanlar1 (GRE'ler), ¢ekirdek
saat bilesenlerinin promotor bolgelerinde mevcut oldugundan, saat genlerinin ve saatle
ilgili genlerin transkripsiyonel aktivasyonunu diizenler (6, 7). Genomun yaklagik
%20'si sirkadiyen diizenleme altindadir. Insanlarda neredeyse tiim fizyolojik ve
davranigsal islevler ritmik bir temelde gerceklesir ve bu da insan performans

yeteneklerinde dramatik giinliik ritimlere yol agar. Ister goniillii (6rn. vardiyal: calisma



veya zaman dilimleri arasinda hizli seyahat) ister istemsiz (6rn. hastalik veya ileri yas)
kosullardan kaynaklansin, insanlarda bozulmus bir sirkadiyen ritmiklik, ¢esitli zihinsel
ve fiziksel bozukluklarla iligkilendirilerek giivenligi, performansi ve iiretkenligi
olumsuz etkiler. Bozulmus sirkadiyen ritmikligin bir¢ok olumsuz etkisi aslinda uyku-
uyaniklik dongiisiindeki bozukluklarla baglantili olabilir (8). Bazi ritmik siirecler
sirkadiyen saatten uyku-uyaniklik durumundan daha fazla etkilenirken, diger ritimler
uyku-uyaniklik durumuna daha fazla bagimlidir. Cogu hayvan i¢in, dogal kosullar
altinda uyku ve uyaniklik zamanlamasi, uyku dongiisiiniin sirkadiyen kontrolii ve diger
tim sirkadiyen kontrollii ritimlerle senkronizedir. Bununla birlikte, insanlar, igsel
biyolojik saatlerini ve onun ritmik ¢iktilarini bilissel olarak gecersiz kilma konusunda
benzersiz bir yetenege sahiptir. Uyku-uyaniklik dongiisii, sirkadiyen saat tarafindan
kontrol edilen ritimlerle faz dis1 oldugunda, olumsuz etkiler ortaya gikabilir (9).
Sirkadiyen ritimler (24 h dongiileri), genlerin ifadesinden karmagsik fizyolojik
streclere kadar memeli fonksiyonunun hemen hemen tiim yonlerinde
gozlenir. Cekirdek saat mekanizmasinin bilesenleri, ¢esitli biyolojik siirecleri
diizenleyen genom c¢apinda mRNA  ifadesindeki  sirkadiyen  ritimleri
diizenler. Sirkadiyen ritimlerin bozulmasi, metabolik sendrom, inflamatuar hastaliklar
ve kanser dahil olmak iizere ¢esitli bozukluklarin nedeni veya sonucu olabilir. Ayrica,
gen ifadesindeki sirkadiyen ritimler, ¢esitli ilaglarin hem etkisini hem de dagilimim

diizenler ve dozlama siiresine bagli olarak terapétik etkinlik ve toksisiteyi etkiler (10).

hipotalamik
suprakiazmatik
cekirdek (SCN)

Sekil 1.1. Isik, retinadan baslayarak hipotalamusta bulunan suprakiazmatik ¢ekirdek
(SCN) bolgesini uyarir ve bdylece biyolojik ritim diizenlenir. Sekil
BioRender kullanilarak olusturulmustur.



TIMELESS ise bir sirkadiyen gen olup son zamanlarda potansiyel roliine

iliskin tartismalar yeniden canlandirmistir. Calismalar sonucunda TIMELESS’in

sirkadiyen olmayan rolleri de belirlenmistir (11).

Bu tez c¢alismasi kapsaminda;

TIMELESS’1n 6zellikle kanserle olan iliskisi arastirilirken ilk kez kapsamli bir
bicimde bagisiklikla olan iliskisi irdelenmistir.

Ik olarak cesitli veritabanlar1 ve in silico araglar kullanilarak TIMELESS
proteinin fizikokimyasal 6zellikleri, protein yapisi hiicre alt1 lokalizasyonu
tanimlanmustir.

Ardindan TIMELESS ve diger sirkadiyen genler arasindaki evrimsel iliskileri
saptamak tizere filogenetik agac ve motif analizi gergeklestirilmistir.
Biyoinformatik arastirmalarin  son bdoliimiinde ise TIMELESS gen
transkriptleri kullanilarak miRNA hedefleri belirlenmistir. Elde edilen veriler
hem birbirini destekler nitelikte olup, literatir ile de paralel c¢iktilar
saglanmistir. Aynt zamanda in silico yollarla TIMELESS’in bagisiklik ve
enfeksiyonla olan iliskisi belirlenmistir.

Tez caligmasmin deneysel siirecinde ise TIMELESS geni CRISPR/Cas9
sistemi ile nakavt edilerek genin islevini belirlenmeye yonelik arastirmalar
gerceklestirilmistir. Gen diizenleme siirecinde trasnfeksiyon isleminin
ardindan floresan goriintiileme ve indel mutasyon testleri saglanarak
doogrulugu belirlenmistir.

Son asamada ise TIMELESS nakavtinin gen ifadesine yansidigi belirlenerek
84 ‘innate ve adaptif’ gen lizerinden BCG asis1 araciligiyla TIMELESS’1n
bagisiklik genleri karsisinda gerekliligi ortaya konmustur.



2. GENEL BILGILER
2.1. Sirkadiyen Saatlerin Cahisma Mekanizmalari ve Etki Alanlar

Sirkadiyen saatlerin temel 6zelligi, pozitif ve negatif diizenleyicilere sahip
transkripsiyon-geviri geri besleme dongisiidiir (TTFL). Pozitif diizenleyiciler
(transkripsiyon faktorleri), negatif diizenleyici mRNA'larin ifadesini yonlendirerek bir
esik seviyesine ulastiklarinda, kendi transkripsiyonlarini bastirirlar. Molekdiler
diizeyde sirkadiyen saat, memelilerde sirkadiyen saatin temel mekanizmasini temsil
eden ¢ok sayida transkripsiyon faktorii setinden olusur. Pozitif transkripsiyon
faktorlerinden, SAAT (CLOCK) ve Arnt-benzeri protein 1’den (ARNTL, BMALI
olarak da bilinir) olusur (Sekil 2.1.). Aralarinda ise heterodimerik bir baglanti
bulunmaktadir (12-14).

Sirkadiyen gen ag1 ve genom c¢apinda diizenlemeler incelendiginde ise,
transkripsiyon faktorii baglanmasi, histon modifikasyonlar1 ve bunlarin yani sira RNA
polimeraz II'nin (Pol II) islevlerinde sirkadiyen ritimlerin gorevlerinin bulundugu
saptanmustir (15). Ozellikle n beyinde eksprese edilen BMAL1 - CLOCK genlerinin
ve iligkili gen NPAS2'nin (protein-2 iceren ndronal PAS alani) transkripsiyonu,
translokasyon yapan BMALL1:CLOCK kompleksinin heterodimerizasyonuna yol agar.
CACGTG konsensiis dizisini igeren E Kutusu dizilerine veya saatle diizenlenen
genlerin E Kutularia baglanir (16). Farkli hedef genler arasinda BMAL1 ve CLOCK,
periyot (PER1, PER2, PER3) ve kriptokrom (CRY1, CRY?2) gibi molekiiler saatin
negatif kolunun bilesenlerinin ekspresyonunu destekler. PER ve CRY, sitoplazmada
bir kompleks olusturur. PER ve CRY, ¢evirilerini ve niikleer birikimlerini takiben
BMAL1:CLOCK kompleksinin transkripsiyonel aktivitesini inhibe eder (17).
Transkripsiyon sonrasi seviyede, PER ve CRY proteinlerinin stabilitesi, B-TrCP (B-
Transducin Tekrar igeren E3 Ubiquitin Protein Ligaz), F Box, SCF (Lésin igeren
Skp1-Cullin-F kutu proteini) ve E3 ubiquitin ligaz kompleksleri tarafindan diizenlenir.
Sirasiyla Zengin Tekrar Protein 3 (FBXL3), Kazein kinaz 1€ 6 (CK1¢€/3) ve adenosin
3',5" monofosfat (AMP) kinaz (AMPK) PER ve CRY proteinlerini fosforile eder. PER
ve CRY protein seviyelerindeki azalma, BMALL:CLOCK aktivitesinin
baskilanmasini hafifleterek yeni bir salim dongiisiiniin kurulmasina izin verir (18). Bu

cekirdek dongiiye ek olarak, niikleer reseptorler REV ERBa (niikleer reseptor alt ailesi



1, grup D, iiye 1, NR1D1 olarak da bilinir) ve REV ERBf (niikleer reseptor alt ailesi
1 olarak da bilinir) gibi sirkadiyen saatin diger anahtar diizenleyicileri, (grup D, tiye 2,
NR1D2, REV ERB'ler) ve ayrica ROR (orphan iliskili reseptér) (RORa, RORp ve
RORY) baska bir geri besleme dongiisii olusturur (19). Ozellikle, REV-ERB'ler
BMALI1 ekspresyonunun transkripsiyonel baskilayicilar1 olarak hareket ederken,
ROR'lar BMALI1 gen promotdriindeki retinoik asitle iligkili - orphan reseptdr yanit
(RORE) elemanlarina baglanarak BMAL1'in ifadesini pozitif olarak diizenler (Sekil
2.1.). Ote yandan, biyolojik saat sadece transkripsiyonel mekanizmalara dayanmaz,
aynt zamanda membran depolarizasyonu, hiicre i¢i kalsiyum akis1 ve siklik AMP
(CAMP) sinyalinin  aktivasyonu, memeli transkripsiyonel saatinin Onemli
diizenleyicileridir (20-22). Endojen hiicresel saatler, genlerin ritmik ifadesini
yonlendirir (23, 24). CRY genleri ise bir bagka sirkadiyen gen TIMELESS ile
etkilesime girerek kontrol noktasi aktivasyonu saglar. TIMELESS 1n sirkadiyen diger

genlerden farkli 6zellikleri ise sirkadiyen ritme daha genis bir kontrol alani saglar (25).
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Sekil 2.1. Memelilerde sirkadiyen gen ag1 (15).



2.1.1. Fizyolojik Siireglerin Sirkadiyen Diizenlenmesi: Saat ve Diger

Diizenleyici Aglar Arasinda Karsilikh Sinyallesme

Biyolojik saat, sirkadiyen ritmin olusturucusu olarak birincil rollerine ek
olarak, hemen hemen tiim doku ve organlarin fizyolojik islevlerini iki ana yolla kontrol
etmede Kilit bir rol oynar. lk olarak, SCN'den gelen merkezi ¢iktilar ve/veya hiicre-
otonom periferik osilatdrlerden gelen yerel ¢iktilar, ritmik bir tarzda ¢esitli fizyolojik
yollarda sirkadiyen ritimleri yonlendirir. Ikincisi, ¢ekirdek saat bilesenlerinin birgok
hiicre i¢i yolda anahtar molekiiler oyuncular olarak hareket ettigi ve ek fizyolojik
rollere hizmet ettigi gozlemlenmistir. Sirkadiyen tarafindan diizenlenen fizyolojik
yolaklarin 6rnekleri arasinda hiicre biiyiimesi, DNA onarimi ve hasari, anjiyogenez,
apoptoz, metabolizma, redoks durumu ve ayrica bagisiklik ve enflamatuar siirecler

bulunur (26).
2.1.2. Metabolizmanin Sirkadiyen Kontrolii

Sirkadiyen saat giinliik aktivite-dinlenme ritimlerinin ve dolayisiyla beslenme
diizenlerinin (vardiyali ¢alisanlarda oldugu gibi) tekrarlayan bozulmasi, metabolik
sendrom ile iligkilidir (27). Saat, belirli metabolik yollar i¢in transkripsiyonel
programlar1 c¢alistirarak dogrudan metabolizmay1 kontrol eder. Ornegin, CRY],
cAMP/CREB sinyallemesinin diizenlenmesi, glukokortikoid reseptor geninin ritmik
baskilanmasi ve niikleer FOXO1'in baskilanmasi yoluyla aglik sirasinda hepatik
glukoneogenezi baskilar ve bu da glukoneogenezi asagi regiile eder (28-30). Bagka bir
saat baskilayici olan PER2, peroksizom proliferatorii ile aktive olan reseptdr gama
(PPARYy) ve mitokondriyal hiz siirlayict enzimlerin dogrudan diizenlenmesi yoluyla
lipit metabolizmasini kontrol eder (31, 32). Niikleer hormon reseptorleri, REV
ERB'ler, yag asidi ve kolesterol metabolizmasi i¢in birka¢ anahtar hiz smirlayici
enzimin transkripsiyonunu da dogrudan diizenler (33, 34). CLOCK ve BMALL'in
bozulmasi ayrica obezite, hiperinsiilinemi ve diyabet ile iligskilendirilmistir (35, 36).
Sirkadiyen transkripsiyon sonrasi diizenleyici geceleyin ayrica lipit ve Kolesterol
metabolizmasin1 da kontrol eder (37). Memeli metabolizmasinin dogrudan
modiilasyonuna ek olarak, saat tarafindan dolayli kontrol, davranisin diizenlenmesi,
gida alimi ve insiilin, glukagon, peptit YY, glukagon benzeri peptit 1, kortikosteron,

leptin ve grelin gibi hormonlarin salim1 yoluyla gergeklesir (38).



2.1.3. Komensal mikrobiyota ve sirkadiyen ritimler

Bagirsak ve mikrobiyomu arasindaki metabolik etkilesimler, son on yilda
onemli bir arastirma odagi olmustur ve hem konak hem de mikrobiyota ritimleri
birbirini etkilemektedir. Ote yandan yapilan calismalar bagirsak mikroplarinin
yoklugunda fare karacigerindeki sirkadiyen saat genlerinin ekspresyonunu bozdugunu
ortaya koymaktadir (39, 40). Viicut kompozisyonunun bagirsak mikrobiyotasi
tarafindan transkripsiyon faktorii NFIL3 araciligiyla diizenlendigi tespit edilmistir.
NFIL3, bagisiklik hiicrelerinde ifade edilen bir sirkadiyen bazik 16sin fermuar
transkripsiyon faktoriidiir. Seviyeleri ayrica bagirsak epitel hiicrelerinde giinliik olarak
salimir ve mikropsuz hayvanlarda NFIL3 ekspresyonu azaldigindan ritimler
mikrobiyota tarafindan arttirilir. Yakin tarihli bir calisma ayrica bagirsak
hiicrelerindeki sirkadiyen saatin bagirsak enfeksiyonuna ve lipit metabolizmasina
duyarlilig1 diizenlemede dnemli oldugunu gostermistir. Sonug olarak, bu ¢alismalar da
henliz mekanizma tam olarak aydinlatilmasa da memeli sirkadiyen ritimleri ve
kommensal mikrobiyotanin homeostaz ve viicut kompozisyonuyla iliskili oldugunu

gostermektedir (41).
2.1.4. Kardiyovaskiiler sistemde sirkadiyen ritimler

Kardiyovaskiiler komplikasyonlarin insidansi sabahlar1 daha yiiksektir. Birgok
farkli ¢alisma, saati kan basincindaki giinliik degisim ve hatta aspirine verilen yanit
dahil olmak {iizere kardiyovaskiiler fonksiyonla iliskilendirmistir (42, 43). Bazi
caligmalar, REV ERB'nin farmakolojik hedeflemesinin farelerde aterosklerotik plak
yiikiinii azalttigin1 gdstermektedir. Ote yandan, diger ¢alismalar miyeloid hiicrelerde
BMALI1'in silinmesinin monosit alimini ve ateroskleroz lezyon boyutunu arttirdigin
gostermektedir (44). Yapilan bir ¢alismada BMALI kaybinin, farelerde yaglanmanin
hizlanmasina ve yasam siiresinin kisalmasina neden oldugu ve kardiyovaskiiler
sistemin, yaslanmadan etkilenen sistemler arasinda yer aldig1 icin BMAL1—/— nakavt

(iKO) farelerin ateroskleroz gelistirmeye yatkin oldugu ortaya konmustur (45).



2.1.5. Sinir Sisteminde Sirkadiyen Ritimler

Suprakiazmatik c¢ekirdekteki (SCN) sirkadiyen ritimler, uzun yillar siiren
arastirmalarin odak noktasi olmustur; ancak SCN'nin viicutta (hatta beyinde lokal
olarak) ritmikligi nasil empoze ettigi tam olarak anlagilmamistir. Son ¢aligmalar, odagi
noronlardan  astrositlere  genisleterek, glial hiicrelerin  sirkadiyen ritmin
korunmasindaki 6nemli roliinii ortaya koymustur (46, 47). Kan-beyin bariyeri (KBB),
beyne ne girmesine izin verdigi konusunda oldukga se¢icidir ve gegirgenligi (kismen)
sirkadiyen saat tarafindan diizenlenir. Hem CNS'de hem de periferik sinir
sisteminde BMAL1 bulunmayan fareler, beyindeki kan damarlariin perisit
kaplamasinda yasa bagli bir kayipla birlikte KBB asir1 gegirgenligi sergiler, bu da
sirkadiyen saatin KBB homeostazini diizenledigini diisiindiiriir. Yapilan calismada
geceleri, perindralglia saatinin bosluk baglantilarin1 arttirdigimi ve Mg 2" 'yi
disiirdiigiinii  gosterilmistir. Ek olarak c¢alismada nobet Onleyici bir ilacin gece
uygulandiginda daha etkili oldugu gosterilmistir. Bocek ve memeli KBB'si bir¢ok
yapisal ve islevsel benzerligi paylastigindan, bu insan fizyolojisi i¢in potansiyel olarak

onemli bir bulgu olarak kabul gérmiistiir (48, 49).
2.1.6. Yaslanmada sirkadiyen ritimler

Sirkadiyen ritimler, SCN'deki ana saatte yasa bagli bir diislis gdsteren noronal
aktivite ritimleri sergilemektedir (50). Ek olarak, BMAL1'in ablasyonu yoluyla
sirkadiyen ritimlerin bozulmasi, farelerde erken yaslanmaya yol agar (51). Yash kok
hiicreler ve karaciger lizerine yapilan son ¢aligmalar, yaslanan hiicrelerdeki sirkadiyen
transkripsiyonel profillerin yeniden diizenlendigini gostermektedir (52, 53). Yash
epidermal ve iskelet kas1 kok hiicreleri, ¢ekirdek saat genlerinin ritimlerini korudugu
bir stres tepkisi, iltthaplanma ve DNA hasarina dogru gen ekspresyonunun yeniden
programlandigini gosterir (54). Zwighaft vd. (2015) tarafindan yapilan bir ¢alisma ile
poliamin metabolizmasini, saati ve yaglanmay:1 birbirine baglayarak sirkadiyen saatin
poliamin seviyelerini kontrol ettigini ve buna karsilik poliaminlerin sirkadiyen
periyodu diizenledigi gosterilmistir (55). Son zamanlarda yapilan ¢aligmalar, farelerde
sitozinlerin biiyiik bir boliimiiniin sirkadiyen bir metilasyon paterni gosterdigini ve
yakindaki genlerin mRNA seviyelerinin, karaciger ve akciger dokularinda DNA

metilasyonundaki karsilik gelen salinimlarla pozitif olarak iligkili oldugunu ortaya



koymustur. Yagla birlikte belirli transkriptlerin sirkadiyen saliminin azalmasiyla
uyumlu olarak, salinimli sitozin modifikasyonlari (ve genel olarak DNA metilasyonu)

da yasli hayvanlarda azalmaktadir (56).
2.1.7. Kanserde Sirkadiyen Bozulma

Epidemiyolojik ¢alismalar, sirkadiyen bozulmayr tiim O©nemli organ
sistemlerinde artan kanser duyarliligiyla iligskilendirmistir (57-59).
PER1, PER2 ve PER3 gekirdek sirkadiyen genlerindeki polimorfizmlerin insan
kanserlerinde siklikla bulundugunu, bu genlerin ekspresyonunun azalmasina yol
actigini ve onkojenik MY C'nin saati baskiladigi bilinmektedir (60). Yapilan ¢alismalar
PER2 ve BMALL'in genetik kaybinin, farelerde akciger timdr olusumunu tesvik
ederek c-Myc ekspresyonunun ve proliferasyonun artmasina ayrica metabolik
diizensizlige sebep oldugunu gostermistir (61). Benzer sekilde, hepatoseliilerkarsinom
(HCC), farelerde kronik jet gecikmesi ile obez insanlarda gbzlenene benzer bir sekilde
indiiklenir: non-alkol yagli karaciger hastaligit (NAFLD) ile baglar, daha sonra
steatohepatit ve fibrozise ve nihayetinde HCC'ye ilerler (62). Ayrica
CLOCK ve BMALL1'i baskilayan microRNA miR-211’in de tiimor ilerlemesini
destekledigi bilinmektedir (63). Kat1 timorlerdeki diisiik oksijen seviyeleri, timor
mikro ortamini asitlestiren transkripsiyon faktorleri olan hipoksi ile indiiklenebilir
faktorleri (HIF'ler) stabilize eder. Son arastirmalar, HIF'lerin ¢esitli saat

transkriptlerini etkileyebildigini gostermistir (64-66).
2.1.8. Konak-Patojen Etkilesimlerinin Sirkadiyen Kontrolii

Bir enfeksiyonun sonucunun (bakteriyel, viral veya parazitik) enfeksiyonun
basladif1 giiniin saatine bagh oldugunu bilinmektedir (67-70). Ornegin, S.
typhimurium seviyeleri, farelerde aktif fazin ortasinda baglatilan enfeksiyonla
karsilagtirildiginda, dinlenme fazi sirasinda bir enfeksiyonu takiben daha yiiksektir
(67). Yapilan ¢alismalarda Herpes, influenza A ve Paramyxoviridae familyasindan
olusan solunum viriislerinin viral enfeksiyonlari, BMALI genini bozarak konakg1
sirkadiyen ritimleri ortadan kaldirdiginda arttig1 belirlenmistir. Ayrica kronik jet lag
yoluyla sirkadiyen ritimlerin yanlis hizalanmasinin, farelerde Sendai viriisiiniin (SeV)

veya influenza A viriisiinlin neden oldugu akut viral bronsiti siddetlendirdigi
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bilinmektedir (71). Aynmi zamanda parazit enfeksiyonun da konakgr sirkadiyen
dongiisiiniin zamanlamasina bagli oldugu bilinmektedir. Leishmania parazit yiikii
dogada sirkadiyendir ve lenfosit olmayan immiin hiicrelerdeki (monositler) BMALI
Leishmania enfeksiyonunun biiyiikliigiinii modiile etmekten sorumludur (68). Benzer
bulgular, aktif fazin baslangicinda enfekte olmus farelerin enfeksiyona karsi gecikmis
direng gosterdigi bagirsak parazitik helminti Trichuris muris i¢in de bildirilmistir. Bu
nedenle, sirkadiyen saat (bugiine kadar esas olarak BMALIl'e odaklanilmistir)
bakterilere, virlislere ve parazitlere karsi hiicresel bagisikligi diizenleyebilir.
Enfeksiyonlar veya ortaya ¢ikan iltihaplanma, sirkadiyen genleri 6nemli Slgilide
azaltarak sirkadiyen saati de bozabilir. Chagas hastalig1 (Trypanosoma cruzi), uyku
hastalig1 (Trypanosoma brucei) ve sitmanin (Plasmodium chabaudi) enfeksiyonlari ile

sirkadiyen ritmin iliskili oldugu da bilinmektedir (72, 73).
2.1.9. Bagisikhik Sisteminin Sirkadiyen Kontrolii

Sabah ve aksam arasinda endotoksinlere duyarlilikta dramatik zamansal
degisiklik ilk olarak 1960'larda kesfedildi; ancak sadece son on yilda bagisiklik sistemi
tizerindeki saat kontrolii isleyisinde biiyiik ilerlemeler kaydedildi. Sirkadiyen saat
kontrolii, dogustan gelen ve adaptif bagisikligin aktivasyonuna ve konak-patojen
etkilesimlerine kadar bagisiklik tepkisinin bir¢cok yoniinii etkiler (74). Notrofiller ve
monositler gibi dogustan gelen bagisiklik sisteminin hiicreleri, kandan dokulara
sirkadiyen go¢ modelleri sergiler (75). Ayrica, adaptif bagisiklik sisteminin hiicreleri
olan T ve B lenfositlerinin de son zamanlarda kanda gii¢lii sirkadiyen salinimlar
sergiledikleri ve sayilar1 bir organizmanin dinlenme evresinde zirveye ulastigi
gosterilmistir. Lenfositler lenf diigiimlerine tasinirken bu ritmiklik devam eder. Bu
ritmiklik, lenfositlerin lenf diiglimlerine taginmasiyla lenfositlerin aktivite
baslangicinda zirveye ulagsmasi ve hiicrelerin dinlenme periyodunda dokudan
ayrilmasiyla devam eder (76-78). Bagisiklik hiicrelerinin ritmik iligkisi de kemokin
reseptoric CXCR4 ekspresyonu ile iliskilendirilmistir ve glukokortikoidler tarafindan
diizenlenmektedir (79). T hiicre dagilimindaki giinliik varyasyon, geceleri ¢oziiniir
antijenlere ve sistemik bakteriyel enfeksiyona karst bagisiklik tepkilerini arttirir (15).
Dogustan gelen bagisiklik sisteminin birincil efektor hiicreleri olan makrofajlarda ve

BMALTI1'in arasinda iliski oldugu bilinmektedir (80). Son zamanlarda yapilan
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calismalar ile sirkadiyen bozulmanin artan otoimmiin hastalik insidansi ile baglantili
oldugu tespit edilmistir. Ornegin, Multipl skleroz otoimmiin hastalik modelinde,
BMAL1 mutasyonunun, merkezi sinir sisteminde (CNS) inflamatuar bir ortam
olusturdugunu bilinmektedir (81). Makrofajlarda, reaktif oksijen tiirleri (ROS), asagi
akis proinflamatuar molekiillerin ekspresyonunu indiikleyen HIF-la'nin stabilizasyonu
yoluyla sitokin IL 1P iiretimini tesvik eder (82). Ote yandan, NRF2, hiicreleri oksidatif
hasara karsi koruyan bir transkripsiyon faktoriidiir. Yapilan ¢alismalar, NRF2'nin
genetik veya farmakolojik yontemlerle aktivasyonunun, BMAL1—/— makrofajlarin
proinflamatuar fenotipini olusturdugunu gostermektedir. Bu bulgular, enflamatuar
yanit1 kontrol etmek i¢in dogustan gelen bagisiklik hiicrelerinde NRF2'yi diizenlemede
molekiiler saatin bir rolii oldugunun kaniti olarak kabul edilmektedir (81). TIMELESS
icermeyen Drosophila mutantlarinin S. pneumoniae enfeksiyonuna duyarli oldugu
bilinmektedir (83). Yakin zamanda Zhang vd. (2022) tarafindan yapilan bir ¢alismada
TIMELESS''m COVID-19 hastalarinda trombotik fenotipin diizenlenmesinde
potansiyel bir rol oynadigi tespit edilmistir (84).

Sirkadiyen ritim ve bulasic1 hastaliklar arasindaki iligki gliniimiizde 6nemli
aragtirma alanlarindandir ve gelecekte tedavi ile ilgili arastirmalarina yon verebilecegi
diisiiniilmektedir. Gliniin farkl saatlerinde uygulanan asilarin etki diizeylerinin daha
farkli olabilecegi anlagilmistir (85, 86). Yapilan bir aragtirmada sabah yapilan grip
as1s1 uygulamasinin 65 yas ustii kisilerde 6gleden sonra asilama yanitina gore antikor

yanitini iyilestirdigi gosterilmistir (87).
2.2. TIMELESS Geni, Diger Sirkadiyen Genler ve Etkilesimleri

TIMELESS genleri sekans benzerlikleri nedeniyle, mTIM’de (memeli
TIMELESS) ilk olarak 1990'larin sonlarinda dTIM'in (Drosophila TIMELESS)
homologu olarak tanimlanmistir (88-90). Memeli beynindeki ritmik mMRNA
ekspresyonu ve ¢ekirdek saat proteinleri mPER1/2/3 ve CRY 1/2 ile fiziksel etkilesimi
nedeniyle bir saat proteini olarak tanimlanmaktadir. Ek olarak, kisa siireli mTIM
yikimi faz sifirlamasina neden olurken, uzun siireli mTIM yikimi sirkadiyen néronal
aktivite ritimlerini bozmaktadir (91).

Son zamanlarda, Kurien vd. (2019) tarafindan yapilan bir calismada hTIM’de
(insan TIMELESS) neden olan bir mutasyon bildirerek, mTIM'in memeli saat
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caligmalarindaki potansiyel roliine iligkin tartigmay1 yeniden canlandirmigtir. Bu
mutasyon, TIM niikleer birikimini inhibe ederek, molekiiler diizeyde PER/CRY2
baskilayic1 kompleksini kararsiz hale getirmektedir (11). mTIM'in CRY1/2'ye
baglanmasi, CRY1/2'nin sirkadiyen olmayan siireclere de katildigi gbz Oniine
alindiginda, mTIM'in sirkadiyen olmayan roliiniinde arastirilmasina sebep olmustur.
CRY1 ve CRY2'nin DNA hasari tepkisini ve hiicre proliferasyonunu modiile ettigi
bilinmektedir ve mTIM-CRY1 ile mTIM-CRY2nin etkilesimi, kontrol noktasi
aktivasyonu i¢in kritik dneme sahiptir (92).

Sirkadiyen ritim ve hiicre dongiileri, organizma ve hiicresel fizyoloji tizerinde
yaygin etkileri olan iki diizenleyici sistemdir. Sirkadiyen ritim, organizmalarin
fizyoloji ve davranislarinda 24 saatlik bir periyodik salinim olarak tanimlanmaktadir
(8, 93, 94). Ritim, giliniin evreleriyle ortiisen aydinlik ve karanlik evrelerden olusur.
Hiicre dongiisii kontrol noktalari, sonraki asamalarin baglamasindan Once hiicre
dongiisliniin her agamasina (¢cogalan memeli hiicrelerinde G1, S, G2 ve M) ozgii
biyokimyasal reaksiyonlarin tamamlanmasini saglayan diizenleyici yollardir (95-98).
Bu iki diizenleyici sistem farkli mekanizmalar igerse de bu dongiilerin baglantili
olduguna dair baz1 kanitlar vardir (Sekil 2.2.); cogu memeli diploid hiicresi, yaklasik
24 saatlik bir hiicre dongiisii periyodu sergiler ve sirkadiyen saat, hiicre boliinmesinin
fazlarinin diizenlenmesinde rol oynar (99). Ortaya ¢ikan kronoterapi alani da, terapotik
etkinligi optimize ederken yan etkileri en aza indirgemek icin kemoterapoétik ilaclarin
sirkadiyen ve hiicre dongiileri ile verilis zamanimi koordine etmeyi amaglar (100).
Yapilan calismalar sirkadiyen ritim ve hiicre dongiisii kontrol noktalar1 arasindaki
dogrudan baglanti ve bu baglantiya TIMELESS proteinlerinin aracilik ettigini
gdstermektedir. insan TIMELESS proteininin hem sirkadiyen saat proteini CRY2 hem
de hiicre dongiisti kontrol noktasi proteinleri Chkl ve ATR-ATRIP kompleksi ile
etkilesime girdigini ve DNA hasar1 kontrol noktas1 yanitinda 6nemli bir rol oynadigim
bilinmektedir. TIMELESS’in S, G2 ve M fazlarinda yiiksek seviyeler, GO ve G1
fazlarinda diisiik ifade gosterdigi bilinmektedir (92).mTIM'in sirkadiyen olmayan
rollerine odaklanan kapsamli arastirmalar neticesinde, maya homolog topoizomeraz 1
ile iligkili faktor 1'e (tofl) benzer sekilde, mTIM ve onun evrimsel olarak korunmus
ortagi Tim etkilesimli protein (TIPIN), replizom stabilitesini korur ve ¢ogaltilmasi zor

bolgelerde catal ilerlemesini destekler. DNA hasarina yanit olarak mTIM, kardinal
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sinyal kinazlar1 ataksi telanjiektazi mutasyona ugramis kontrol noktasi kinaz 1 (ATR-
CHKY1), ataksi telanjiektazi, Rad3 ile iliskili kontrol noktasi kinaz 2 (ATM-CHK2),
poli [ADP-riboz] polimeraz 1 (PARP1) ile etkilesime girerek DNA onarimini saglar.
Insan meme ve kolorektal kanserin tiim genomlarindaki mutasyonlar igin yapilan son
taramalarda TIM mutasyonlarini tanimlamistir (101). Doksorubisin (Dox), en sik
kullanilan antikanser ajanlarindan biridir. Dox, topoizomeraz II'yi stabilize eder, DNA
icinde araya girer ve DNA ¢ift sarmal kopmalarini indiikleyen reaktif oksijen tiirleri
iretir. Dox, ATM-Chk2 DNA hasar yanit yolunu aktive eder ve hiicre donglisiinii
G2/M fazinda durdurur. ATM aktivasyonu i¢in TIM gerekli olmasa da Chk2 ve G2/M
kontrol noktast ATM'ye bagl aktivasyonu i¢in gereklidir. TIM'in agag1 regiilasyonu,
kanser hiicrelerini doksorubisin toksisitesine duyarli hale getirir (102, 103).

Genom onarimindaki rolii nedeniyle, mTIM diizensizliginin yukarida da
belirtildigi gibi birgok kanser tiirlinde yaygin olarak bulunmaktadir (104). Bu nedenle
mTIM, antikanser tedavisi i¢in umut verici bir hedef gibi goriinmektedir. Bununla
birlikte, sirkadiyen saati etkileme yetenegi goz Oniine alindiginda, saat bozulmasi,
metabolik bozukluklar ve kanserler de dahil olmak lizere bir¢ok hastalik riskinin

artmasiyla baglantilidir (103).
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Sekil 2.2. TIMELESS her iki dongiiniin molekiiler mekanizmalarina dogrudan katilir
ve sonug olarak bu tiir proteinin ortadan kaldirilmasi, her iki dongiiniin de
cokmesine neden olabilir. (Sekil BioRender araciligiyla olusturulmustur).
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mTIM proteini, Drosophila anahtar sirkadiyen saat proteini TIM ile dizi
benzerligini paylasir. Bununla birlikte, sirkadiyen saat kontroliinde memeli TIM'in
rolii net degildir. Ancak 6zetle su ana kadar yapilan ¢alismalarla TIMELESS’1in DNA
replikasyonunun kontroliinde, DNA onariminda ve sirkadiyen saatin diizenlenmesinde
onemli rol oynadigi, TIPIN ile bir kompleks olusturarak hem normal hem de stres
kosullarinda replikasyon catallarinin stabilizasyonunu sagladigi, genotoksik strese
yanit olarak hem CHEKI fosforilasyonunu hem de intra-S faz kontrol noktasini
etkiledigi, DNA onarmmini tesvik ederek DNA hasar1 veya replikasyon stresinden
sonra hiicrenin hayatta kalma siireglerine katildigi bilinmektedir. Ayrica ¢ift iplik
kopmalaria da (DSB'ler) yanit olarak, DNA hasar bolgelerinde birikir ve PARPI ile
etkilesimi yoluyla homolog rekombinasyon onarimini destekler (91, 105).

BMALLI, saat kontrollii genlerin karmasik sirkadiyen ekspresyonunu ydneten,
kromozom 11°de lokasyon gdsteren sirkadiyen saat dongiisiiniin temel bir bilesenidir
(Sekil 2.3.). BMAL1 proteini CLOCK ve NPAS2 (CLOCK-BMAL1L, NPAS2-
CLOCK) ile heterodimerler olusturur (106). PERIOD (PER) ailesi, sirasiyla
kromozom 17, 2 ve 1°de yer alan PER1, PER2 ve PER3 olmak {izere 3 gen igerir (Sekil
2.3.). PER1, NSCLC (kiiciik hiicreli akciger kanseri (SCLC) disindaki herhangi bir
epitelyal akciger kanseri tiiridiir) hiicrelerinin biiylimesini, klonal ¢ogalma
yeteneklerini, DNA hipermetilasyonunu ve histon H3 asetilasyonunu inhibe eder
(107). Bir anti-onkogen olan PER2’nin fonksiyon kaybi ise, timor ilerlemesini
hizlandirir ve DNA hasar1 onarimini azaltir. PER2’nin ayrica akciger adenokarsinom
hiicrelerinde apoptozu tesvik ederek PI3K/AKT/mTOR sinyal yolunun aktivitesini
azalttig1 bilinmektedir (108). PER3'lin agir1 ekspresyonu ise,
NSCLC'nin proliferasyonunu inhibe ederek apoptozu indiikler ve hiicrelerin goc-istila
yeteneklerini bastirir (109). Dolayisiyla, PER ailesi genlerinin silinmesi, kanser
hiicrelerinin proliferasyon ve invazyon yeteneklerini arttirabilir ve apoptozunu inhibe
edebilir (110).

CLOCK geni kromozom 4 iizerinde bulunur (Sekil 2.3.). CLOCK, BMAL1 ile
heterodimer  olusturur. CLOCK-BMAL1 heterodimerleri,  transkripsiyonel
salmimlarin pozitif bilesenini ¢alistirir. CLOCK'un silinmesi, kanser hiicrelerinin
cogalma, goc ve istila yeteneklerini etkileyebilir (111). BMAL2 -ARNTL-2 (Beyin ve
kas ARNT benzeri protein 2) kodlayan gen kromozom 12’de bulunur ve cesitli
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kanserlerin metastatik kapasitesi ile iligkilidir (Sekil 2.3.) (19). NPAS2 (MOP4 olarak
da tanimlanan néronal PAS alan proteini 2) geni, kromozom 2’de bulunur (Sekil
2.3.). NPAS2 ve BMALI polipeptitleri ayrica pozitif saat geninin ekspresyonunu
diizenlemek i¢in heterodimerik transkripsiyon faktorii olusturur (112).

Bir diger sirkadiyen gen olan DEC ailesi, farklilasmis embriyonik kondrosit
hiicreleri tarafindan eksprese edilen genleri igerir. DEC1 kromozom 3, DEC2 ise
kromozom 12 iizerinde bulunur (Sekil 2.3.). DEC1, DEC2’nin negatif bir
transkripsiyonel diizenleyicisidir (112).

CRY (Kriptokrom) ailesi ise bir bagka sirkadiyen gendir. CRY gen ailesi
tiyeleri; CRY1 ve CRY2 sirastyla 12. ve 11. kromozom {izerinde bulunur (Sekil 2.3.).
CRY2, c-myc (transkripsiyon faktorlerini kodlayan bir regulatér gen ve proto-
onkogenler ailesindendir) bozunmasini uyararak F-box araciligiyla NLRP3 (16sin
bakimindan zengin tekrar proteini 3) ile sinerji olusturur. Buna bagl olarak CRY?2

delesyonu tiimor hiicresi ¢cogalmasini tesvik edebilir (113).
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Sekil 2.3. TIMELESS ve diger sirkadiyen genlerin kromozomal lokasyonu

2.3. Genom Diizenleme Teknikleri

Genom diizenleme teknolojisi, DNA'min diziye 6zgii bir sekilde degistirildigi
(eklemeleri, silmeleri, entegrasyonlar1 ve dizi ikameleri) bir miihendislik tiiriidiir.
DNA hasarinin altinda yatan onarim mekanizmalari ve DNA'da meydana gelen yapisal
degisiklikler iizerine yapilan ¢alismalar, hedeflenen genom diizenlemesinin temelini

olusturmaktadir (114). Genom diizenleme, genomdaki spesifik DNA dizilerinin
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silinmesini, eklenmesini veya degistirilmesini i¢cermektedir. Uzun yillardir
arastirmacilar, genis bir alan yelpazesindeki sorunlar1 ¢6zmek igin kolay ve uygun
maliyetli genom diizenleme araglar1 gelistirmeye calismiglardir. Cesitli endiistriyel
uygulamalarda iiriin verimlerini artirmak i¢in bakteri genomlar1 maniipile edilebilir.
Son olarak, arastirmacilarin ¢abalari, DNA'y1 neredeyse her yerde diizenleyebilen
saglam bir molekiil arac1 olan CRISPR'nin gelistirilmesiyle karsiligint vermistir (115).
CRISPR teknolojisi hizla birgok molekiiler laboratuvarlarda standart bir ara¢ haline
gelmistir. Ayrica, diziyle tanimlanabilen programlanabilir niikleazlar ve diizenleyici
proteinlerin birlestirilmesiyle bolgeye 6zgli genetik veya epigenetik diizenlemeler
miimkiin hale gelmistir. Genom diizenleme teknolojisindeki gelismeler, gene ait

hedeflenebilir dizi tanimlayicilarinin karmasik miithendisligi ile yapilmaktadir (116).

2.3.1. CRISPR Teknolojisi

Genetik kodun bu tekrarlanan béliimleri, Kiimelenmis Diizenli Aralikli Kisa
Palindromik Tekrarlar veya CRISPR olarak adlandirilmaktadir (117). CRISPR, belirli
bir genomik diziyi hedeflemek ve ardindan DNA'da bir kesim yapmak icin
kullanilabilen iki bilesenli basit bir sistemdir. Gen manipiilasyonlarma olanak
saglayarak bir genin ve mutasyon igeren bir sekansinin etkisiz hale getirilmesini saglar.
Teknolojinin gelistirilmesine yol agan temel kesifler, prokaryotlarda genetik
materyalin diger fragmanlar1 ile aralikli DNA'nin tekrarlayan palindromik
bolimlerinin tanimlandigi 1993 yilina kadar izlenebilir (118). 2007 yilinda, yillarca
stiren ¢aligmalardan sonra arastirmacilar, CRISPR'in islevinin prokaryotik bagigiklik
ile ilgili oldugu sonucuna varmiglardir (119). Bakteriler ve arkeler kendilerini istilact
viriislere  (bakteriyofajlar) karst savunmak i¢in CRISPR-Cas9 sistemini
kullanmaktadirlar. Prokaryotik hiicre, bir viral enfeksiyonla karsilagtiginda hedef
lokuslarinda ¢ift zincirli bir kirilma (DSB) olusturarak viral DNA parg¢asini koparmak
icin 0zel bir CRISPR ile iliskili endoniikleaz (Cas9) kullanmaktadir. Kilavuz RNA
(gRNA) olarak bilinen kisa bir RNA fragmani ile hedef diziye yonlendirilir. Kilavuz
RNA, Cas9'un DNA'y1 yiiksek derecede ozgiilliikle pargalamasina izin veren viral
genomun bir béliimiiniin tamamlayicisidir. DNA'nin par¢alanmasi yalnizca viriisii yok
etmekle kalmaz, ayn1 zamanda "aralayici" olarak adlandirilan yabanct DNA'nin bir

parcasi, gegmis enfeksiyonlarin genetik hafizasin1 korumanin bir yolu olarak CRISPR
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dizisinin palindromik dizileri arasinda saklanabilir. Viriis yeniden istila ederse,
CRISPR-Cas9 sistemi onu hizla hedef alip yok edebilir. Bu viral fragman kiitiiphanesi,
bu nedenle, gelecekteki enfeksiyonlara hazirlanmak ig¢in antijenleri depolayan
bagisiklik sistemimize esasen esdegerdir. Kesfedilmesinden bu yana bilim adamlari
artik mikroplar, bitkiler ve hayvanlar gibi ¢esitli genomlarda ¢esitli uygulamalar i¢in
CRISPR teknolojisini kullanmaktadir (120) (Sekil 2.4.).

1. CRISPR-Cas9'un Bilesenleri 2. RNP Olusumu
P, caso
Cas® SgRNA E:;-mm s rRNA:trackRNA 5 wacr A > E
T ( TITIT Ty Lt 4 THTNTRTNTNTNY
9RNA Hodet Dl SRNA Hedet D
Y
3. Cas9-Aracili Gift Dizili Kinlma 4a. NHE) Onanimi
NI TN
Cas® insersiyon
s — [NITIIIINE IO

T [N

delesyon

4b. Homolojiye Yonelik Onarim

homolog

PR—— GRNA Hedef Dizisi

DNA Kalip Dizisi

Sekil 2.4. CRISPR-Cas9 genom diizenlemesi

1) CRISPR'nin bilesenleri bir kilavuz RNA (sgRNA veya cr:tracr) ve bir Cas9 endoniikleazdir. 2)
Kilavuz RNA ve Cas9, bir riboniikleoprotein (RNP) olusturur. 3) Hiicrenin iginde, RNP genomik
hedefte bir ¢ift zincirli kirilma (DSB) olusturur. Iki endojen onarim mekanizmasindan biri kirilmay:
onarabilir. 4a) Homolog olmayan ug birlestirme (NHEJ) onarimi), siklikla niikleotitleri (indel) ekleyen
veya silen hataya agik bir yoldur. 4b) Bir DNA sablonu saglanirsa, homolojiye yonelik onarim (HDR)
yolu, homolog rekombinasyon yoluyla kirilmay1 onarabilir (121).

CRISPR sistemi iki bilesenden olusur: hedef DNA dizisine 6zgii bir kilavuz
RNA (gRNA) ve bir CRISPR ile iliskili niikleaz (Cas). CRISPR deneyleri i¢in, kilavuz
RNA ve Cas endoniikleaz, bir riboniikleoprotein (RNP) kompleksi olusturmak iizere
birlestirilir (Sekil 2.4.). Riboniikleoprotein (RNP) kompleksi Sekil 2.5 detayli bir
bicimde verilmistir. Genomik DNA'da spesifik bir protospacer bitisik motifinin
(PAM) varligi, gRNA'min hedef diziye baglanmasi icin gereklidir. Cas9 endoniikleazi
daha sonra DNA'da (makasla gosterilen) bir cift zincir kirilmasi yapar. Cift iplik
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kopmas: tarafindan tetiklenen endojen onarim mekanizmalari, bir DNA sablonu
mevcutsa, cergeve kaymasi mutasyonu veya istenen bir dizinin nakavt edilmesi
yoluyla gen nakavtina neden olabilir (122). Cas proteini bir ¢ift molekiiler makas islevi
goriirken gRNA, onu uygun bolgeye yonlendiren GPS'tir. Prokaryotlarda gRNA,
niikleaz1 viral DNA'ya yonlendirir, ancak biyoteknolojik bir ara¢ olarak, gRNA'nin
tasarim Ozellikleri, herhangi bir organizmanin genomunu hemen hemen her yerde
hedef alacak sekilde degistirilebilir (123). Birgok genom miihendisligi uygulamasi i¢in
Cas9 proteini (Streptococcus pyogenes'ten) kullanilir. gRNA'nin genomik hedefe
baglanmasi, hedefin dogrudan asag: akisinda (karsit DNA zinciri lizerinde; Sekil 2.5.)
bulunan kisa bir protospacer bitisik motifin (PAM) varligina baglidir (124). Farkli
prokaryotik tiirlerden gelen Cas proteinleri, farkli PAM motiflerini tanir. Cas9 igin

PAM, N'nin herhangi bir niikleotit oldugu 5' NGG-3' dir (125).

Cas9

SgRNA

- g

“ DAM

Hedef DNA

Sekil 2.5. CRISPR Cas9 sistemi, birlikte bir riboniikleoprotein (RNP) kompleksi
olusturan bir kilavuz RNA (gRNA) ve Cas9 niikleazindan olusur (122).

Kilavuz RNA Formatlar: (gRNA)

Dogal formunda gRNA, iki farkli RNA segmentinden olusur (Sekil 2.6.):
CRISPR RNA (crRNA) ve transaktive edici CRISPR RNA (tracrRNA). crRNA,
genomik hedefe baglanan 18-20 bp'lik bir dizidir. tracrRNA, crRNA-Cas9 etkilesimi
icin bir iskele gorevi goriir. Dogal baglamlarda, kilavuz RNA'lar, crRNA ve tractrRNA
boliimlerinin birlikte baglandig: (cr:tracrRNA olarak gosterilir) bir ¢ift yonlii molekiil
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olusturur. Bununla birlikte, kilavuz RNA'lar artik bir baglayic1 dongii ile baglanan
crRNA ve tractRNA ile sentetik olarak iiretilebilir. Bu kesintisiz molekiillere tek

kilavuz RNA'lar (sgRNA'lar) denir.

a) iki Parcali RNA b) Tek Kilavuz RNA L
baglayici ilmek

tracrRNA tracrRNA

20

gRNA Hedef Dizisi gRNA Hedef Dizisi

Sekil 2.6. Iki parcali ve tek kilavuzlu RNA formatlari.

Kilavuz RNA'lar iki bicimde olusturulabilir. a) crRNA (yesil) ve tractRNA
(mor) bilesenleri, iki pargali bir kilavuz (cr:tracrRNA) olusturmak i¢in birlikte
baglanabilir veya, b) siirekli bir molekiil olugturmak i¢in bir baglayict dongili (mavi)
ile baglanabilirler (tek kilavuz RNA veya sgRNA). (LubiaScience’dan diizenlenmistir-
https://www.lubio.ch/applications/crispr-genome-editing/crispr-cas9-system).

CRISPR ile iliskili endoniikleaz (Cas)

Birgok CRISPR-Cas deneyi i¢in Cas9, bakteri ve arkelerde meydana gelene
benzer sekilde DNA'da bir DSB olusturarak gen diizenleme siirecini kolaylastirir
(Sekil 2.7.). Bir DSB olusturmak, CRISPR diizenleme yolundaki ilk adimdir. Takip
eden onarim mekanizmasi, meydana gelen gen diizenleme tiiriinii belirleyerek

istenilen diizenleme sonucunu etkileyecektir (122).


https://www.lubio.ch/applications/crispr-genome-editing/crispr-cas9-system
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Sekil 2.7. CRISPR-Cas bilesenleri ¢ift zincirli bir kopma olusturur. sgRNA ve Cas9
kompleksi bir riboniikleoprotein olusturur. sgRNA, genomik hedefe
baglanir ve Cas9, DNA'da gift zincirli bir kirilma (DSB) yapar (122).

CRISPR Nedenli Kirilmalari Onarma

CRISPR, genomdaki belirli konumlarda DSB'lerin  olusturulmasini
kolaylastirmaktadir. Ancak bu eylem tek basmna bir genin diizenlenmesine neden
olmaz. Bunun yerine, kirilmay1 onarma siireci, hedef gende degisiklik yapilmasim
saglar. Bir DSB yapildiktan sonra, hiicre icinde dogustan gelen DNA onarim
mekanizmalar1 otomatik olarak tetiklenir. Asagida, genleri diizenlemek i¢in siklikla
kullanilan iki ana onarim yolu tiirlinii verilmistir: homolog olmayan ug birlestirme

(NHEJ) ve homolojiye yonelik onarim (HDR) (126).
Homolog Olmayan Ug Birlestirme (NHEJ)

Deneysel amag, bir geni kalici olarak bozmak ve bdylece higbir fonksiyonel
protein yapilmayacaksa (bir nakavt), o zaman homolog olmayan ug¢ birlestirme
(NHEJ) onarim mekanizmasindan yararlanilabilir (Sekil 2.8.). NHEJ, DNA ugclarin1
tekrar birbirine baglar, ancak hataya egilimlidir ve siiregte niikleotitleri (indeller olarak
adlandirilir) ekleyebilir veya silebilir. Eklenen veya silinen niikleotitlerin sayisi lice
boliinemiyorsa, ¢erceve kaymasi mutasyonuna neden olarak ortaya c¢ikan proteinin

islevini sonlandiracaktir (127, 128).
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Sekil 2.8. Homolog olmayan ug¢ birlestirme (NHEJ) onarimi. NHEJ, hedef DNA
zincirinde eklemeler veya silmeler (indeller) (129).

Homolojiye Yonelik Onarim (HDR)

Deneyin amaci, hedeflenen genetik elemani farkli bir sekansla degistirmekse
(bir nakavt), hiicre, homolojiye yonelik onarim (HDR) yoluna yonlendirilebilir (Sekil
2.9.). Homoloji bolgeleriyle ¢evrili istenen diziyi tasiyan bir DNA donér sablonu,
hiicrelere  CRISPR bilesenleriyle birlikte yerlestirilmelidir. Hiicreler, homolog
rekombinasyon yoluyla kirik diziyi onarmak i¢in bu sablonu kullanacak ve bdylece

istenen degisiklikleri hedef bolgeye dahil edecektir (130, 131).
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Sekil 2.9. CRISPR Cas kaynakli HDR yolu. Hedef dizideki belirli bir bolgede
CRISPR-Cas kaynakli DSB, HDR yolunu baglatir. Bu, homolog bdlgeler
iceren dondr sablonunun ve nakavt sekansinin mevcudiyetinde meydana
gelir. Homolog rekombinasyon, hasarli hedef zinciri onarir (132).

2.3.2. Nakavtlar ve Knock-in'ler

Baz diizenleme, bir DNA veya RNA zincirinde kesin, tek niikleotit ikameleri
saglar. Nakavtlarin aksine, temel diizenleme DSB'ler olusturmaz ve bu nedenle HDR
onarimindan kaynaklanan hatalar1 Onler. DNA baz diizenlemesi, kesin nokta
mutasyonlar1 olusturmak icin katalitik olarak aktif olmayan bir enzimi (6lii Cas9) ve
bir niikleobazdeaminazi (6rnegin APOBECI1) icerir. Geleneksel olarak, bu geg¢is
ikameleri, benzer yapilar1 paylasan niikleobazlarin degistirilmesiyle sinirlidir. Sitozin
baz diizenleyicileri (CBE) C>T veya T>C gecislerini sunar ve adenin baz
diizenleyicileri (ABE) A>G ve G>A degisikliklerini baglatir (133, 134).

Bir geni kalic1 olarak ¢alismaz hale getirmek (islevsel bir proteini kodlamaz),
nakavt olarak adlandirilir. CRISPR'nin gen islevini bozma yetenegi, NHEJ
mekanizmasinin hataya ac¢ik dogasina dayanir. Yukarida aciklandigr gibi, bir genin

okuma c¢ercevesinde kaymalara neden olan indeller muhtemelen genin islevini
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sonlandiracaktir. Bu, 6zellikle erken durdurma kodonlarina neden olan cerceve
kaymalari igin gecerlidir (135).

Cok kilavuzlu sgRNA (ayn1 geni hedefleyen ¢oklu gRNA'lar) kullanilarak bir
nakavt da elde edilebilir. DNA'da birden ¢ok eszamanli kesim yaparak, sgRNA'lar
hedef genlerde bir veya daha fazla biiyiilk parca delesyonunu indiikler. Bu silme
islemleri birka¢ amino asidi ortadan kaldirdig1 icin, genellikle hedeflenen geni
tamamen calismaz hale getirir. Aragtirmacilar, bir genin (ve karsilik gelen mRNA ve
proteinin) dizisini kasitli olarak bozarak, nakavtin bir hiicre veya organizmanin
fenotipi lizerindeki etkisini agiklayabilirler. Dolayisiyla bu teknik, potansiyel ilag
hedeflerinin tanimlanmasi ve dogrulanmasi, hiicresel yollarin analizi ve antikorlarin
dogrulanmasi dahil olmak iizere gesitli uygulamalar i¢in faydalidir (136).

Genetik materyalin bir hiicrenin genomuna dahil edilmesine Knock-in denir.
Bu diizenlemeler, hiicreleri HDR araciligiyla DSB'leri onarmaya tesvik ederek elde
edilir. HDR deneyleri ic¢in, homoloji bolgeleriyle ¢evrelenmis knock-in sekansini
iceren bir DNA sablonu, CRISPR bilesenleriyle birlikte hiicrelere yerlestirilmelidir.
Sablon, kopan hedef diziyi kesin olarak onarmak i¢in kullanilir ve bu sirada devreye
sokma dizisini de siirece dahil eder (136, 137). HDR, sayisiz genomik yeniden yazma
uygulamasinin tek nokta mutasyonlarini tanitmasindan segilebilir isaretler eklemeye
kadar olanak tanir. HDR teknigi daha fazla iyilestirme gerektirirken, arastirmacilar,
farelerde kataraktlara neden olan genetik olarak kodlanmis bir mutasyonu diizeltmek
ve dolayisiyla genetik temelli hastaliklar1 diizeltmek icin bir yontem olarak HDR
konseptini kanit olarak gdstermislerdir (138).

CRISPR sistemi, genomik bolgeleri gorsellestirmek i¢in de kullanilabilir. Bu,
floresan proteinlerin (yesil floresan protein; GFP gibi) dCas9 proteinlerine baglanmasi
veya RNA'lara rehberlik edilmesi ve genomun istenen kisimlarini etiketlemek igin
CRISPR sisteminin kullanilmasiyla elde edilir. Bu teknoloji bilim adamlarinin niikleik

asitleri gergek zamanli olarak gorsellestirmelerini saglamaktadir (139).
Nakavt Mutantlarimin Tanimlanmasi icin indel tespiti

Genom diizenleyici niikleazlar, genomda istenen bolgede ¢ift sarmalli bir
kirilma (DSB) olusturarak islev goriir ve hiicrenin endojen onarim yollarinin

aktivasyonuna yol agar. Hataya meyilli homolog olmayan ug birlestirme (NHEJ) yolu
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ile DSB'lerin onarimi, hedef bolgede indellerle sonuglanir (140). Genom diizenleyici
niikleazlar tarafindan indiiklenen indelleri tanimlamak i¢in etkili yOntemler
bulunmaktadir. Isleme sonras1 PCR iiriinlerinin analizine dayali yontemler arasinda
bulunan T7 Endoniikleaz I (T7EI) Sindirim Testi ile Indel Tespiti bu calismada
kullanilmistir. T7E1 testi, CRISPR reaktiflerini dogrulamak i¢in uygun maliyetli,
teknik olarak basit ve yorumlanmasi kolay bir yontemdir. Genom diizenleme sirasinda,
enzimler, DNA dizisindeki belirli yerlerde cift zincir kiriklarina neden olur, bu da
niikleotitlerin eklenmesine (insersiyon) veya silinmesine (delesyon) yol acan hataya

meyilli homolog olmayan ug birlestirme (NHEYJ) ile sonuglanir (Sekil 2.10.) (141).

CRISPR/Cas9
TALEN, ZNF

Hedef Lokus

1 1

NHE.J Cift Zincir King \HDR
Delesyon

insersiyon

[T T oonor ona

insersiyon veya Modifikasyon

Sekil 2.10. Gen diizenlemesi sonrasi olusan onarim mekanizmalari. Sekil BioRender
araciligiyla olusturulmustur.

Cift sarmalli DNA’daki uyumsuzluklar1 ve ekstrahelikal loop yapilarini
taniyan bir enzim olan T7 endoniikleaz, hatal1 zinciri kesmede rutin olarak kullanilir.
Bu ¢alismada, potansiyel olarak indel (ekleme-silme) mutasyonu iceren DNA dizileri
ve ayni zamanda indel mutasyonu igermeyen, hedeflenen hiicrelerden alinan yabanil
DNA, ilk olarak bolgeye 6zgii primerler kullanilarak PCR ile ¢ogaltilir. PCR sirasinda,
bu sekanslar denatiire olarak bir hatali eslesme iceren heterodubleksler

olusturmaktadir (yabanil tip DNA iplik¢igi ve indel iceren DNA iplik¢igi melezleserek
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bir uyumsuzlukla sonuglanir). Cogaltilmis DNA daha sonra hatali eslesmeleri taniyan
ve hatal1 eslesmelerin upstream kismindan kesen T7 endoniikleaz ile inkiibe edilirken
yabanil tip ¢ift sarmalli DNA bozulmadan (kesilmeden) kalmaktadir. Yabanil tip DNA
iplikleri ve ortaya ¢ikan fragmanlar (iki veya daha fazla) daha sonra elektroforez
yoluyla bir agarozda jelde yiiriitillerek DNA bant yogunlugunun goriintiilenmesi ve
Ol¢iilmesiyle indel frekansi nicel olarak Olgiilebilir hale gelmektedir (Sekil 2.11.)
(141).

Genomik
DNA
izolasyonu

AODD]
I |3° [
g g
¥ ¥
IO

Insersiyon Delesyon

NAKAVT

xxx c‘“-*

mutasyon heterozigot biallelik  homozigot
yok mutasyon mutasyon mutasyon

Sekil 2.11. T7 endoniikleaz kullanilarak genom diizenlemenin degerlendirilmesi.
Sekil BioRender araciligiyla olusturulmustur.

2.4. Transfeksiyon

1990'dan beri insanlar iizerindeki gen tedavisi girisimlerinde gen transfer
yontemleri kullanilmaktadir. Transfeksiyon, konak¢i hiicrenin genetik yapisim
degistirmek i¢in yabanci niikleik asitlerin 6karyotik hiicreye verildigi bir islemdir
(142, 143). Son 30 yilda, hiicresel siiregleri ve hastaliklarin molekiiler
mekanizmalarinmi incelemek i¢in genis uygulamasi nedeniyle transfeksiyon artan bir
popiilerlik kazanmustir (143, 144). Giiniimiizde yasam bilimleri teknolojisindeki
ilerlemeler, farkli niikleik asit tiirlerinin (Deoksiriboniikleik asitler (DNA'lar),
Riboniikleik asitler (RNA'lar), siRNA’lar, miRNA’lar, shRNA) memeli hiicrelerine
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transfekte edilmesine olanak tanir. Genel olarak transfeksiyon, stabil ve gegici
transfeksiyon olmak iizere iki tipte siniflandirilabilir (142, 145). Stabil transfeksiyon,
yabanci DNA'y1 konak niikleer genomuna entegre ederek veya ekstra kromozomal bir
element olarak konakg¢1 ¢ekirdekte bir epizomal vektorii koruyarak bir transgenin uzun
stireli ekspresyonunun siirdiiriilmesini ifade eder (146). Transgen daha sonra
hiicrelerin replikasyonu ile yapisal olarak eksprese edilebilir (142, 147). Buna karsilik,
gecici transfeksiyon, niikleik asitlerin konakg¢1 hiicre genomuna entegre edilmesini
gerektirmez (148).

Niikleik asitler, bir plazmit seklinde veya oligoniikleotitler halinde transfekte
edilebilir. Bu nedenle, konak¢1 hiicreler ¢ogaldik¢a transgen ekspresyonu sonunda
kaybolacaktir (149, 150). Gegici transfeksiyon genellikle belirli bir genin
devrilme/diisiirme etkilerini arastirmak i¢in kisa siireli ¢aligmalarda uygulanir. Buna
karsilik, stabil transfeksiyon, biiylik 6l¢ekli protein tiretiminin gerekli oldugu uzun

vadeli genetik ve farmakoloji ¢alismalarinda faydalidir (150).
2.4.1. Fiziksel/mekanik Transfeksiyon

Viral tabanli olmayan transfeksiyon yaklagimi fiziksel/mekanik yontem ve
kimyasal yontem olarak siniflandirilabilir. Yaygin olarak kullanilan fiziksel/mekanik
transfeksiyon yontemi, elektroporasyon, sonoporasyon, manyetofection, gen
mikroenjeksiyon ve lazer 1ginlamayi igerir (151). Elektroporasyon, yabanci niikleik
asidin girigine izin vermek i¢in hiicre zar1 gecirgenligini gegici olarak artirmak {izere
elektrik voltaji kullanan yaygin olarak kullanilan bir fiziksel transfeksiyon yontemidir
(152). Bu yontem yaygin olarak birincil hiicreler, kok hiicreler ve B hiicre hatlar1 gibi
transfekte edilmesi zor hiicreleri transfekte etmek i¢in kullanilir (153). Bununla
birlikte, yliksek voltaj kullanimi hiicre nekrozu, apoptoz ve kalici hiicre hasarina neden
olabilir (154). Ultrason destekli transfeksiyon veya sonoporasyon, genetik
materyallerin transferini kolaylastirmak icin hiicre zar1 lizerinde delikler olusturmak
icin mikro-kabarciklar tekniginin kullanimini igerirken, lazer 1smmimi destekli
transfeksiyon, yabanci genetik maddelerin girisine izin vermek i¢in plazma zari
tizerinde kiiciik delikler olusturmak i¢in bir lazer 1511 kullanir. Elektroporasyon gibi
hem sonoporasyon hem de lazer destekli transfeksiyon da hiicre zarina zarar verme ve

geri dondiiriilemez hiicre oliimii riski tagir (155-157). Nispeten, yabanci genetik
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materyallerin transferine yardimci olmak i¢in manyetik kuvvet kullanan miknatis
destekli transfeksiyon veya manyetofection, diisiik verimliligine ragmen konakg1
hiicreye daha az zarar veriyor gibi goriinmektedir. Gen mikroenjeksiyonu ise, istenen
niikleik asitleri konakg hiicrenin ¢ekirdegine enjekte etmek icin hiicreyi delmek iizere
0zel bir ignenin kullanilmasini igerir. Ancak bu teknik, hiicre hasarint 6nlemek icin
prosediirii yiiksek hassasiyetle gerceklestirebilen ve dolayisiyla gen tedavisi gibi klinik
uygulamalarda biiylik deger tasiyan Ozel egitimli personel veya robotik sistem
gerektirir. Fiziksel veya mekanik transfeksiyon yontemleriyle karsilastirildiginda,
kimyasal transfeksiyon, yabanci c¢ekirdek asidinin konakgr hiicrelere aktarilmasina
yardimc1 olmak i¢in ozel olarak tasarlanmis kimyasallarin veya bilesiklerin

kullanilmasini igerir (143, 158).
2.4.2. Kimyasal transfeksiyon

Kimyasal transfeksiyon, lipozom bazli veya lipozom bazli olmayan olarak
kategorize edilebilir (142). Lipozomal bazli transfeksiyon reaktifi, yabanci genetik
materyallerin minimum direngle girisine izin vermek i¢in konak hiicrenin fosfolipit
cift tabakasi ile sorunsuz bir sekilde birlesebilen pozitif yiikli lipitagregatlarinin
olusumunu saglayan bir kimyasaldir. Ote yandan, lipozomal olmayan transfeksiyon
reaktifleri ayrica kalsiyum fosfat, dendrimerler, polimerler, nanopartikiiller ve
lipozomal olmayan lipitler dahil olmak tizere birkag sinifa ayrilabilir (159).

Katyonik polimerler ayrica, endositoz yoluyla hiicreler tarafindan genetik
materyallerin alinmasina yardimci olan negatif yiiklii niikleik asitlerle kompleksler
olusturabilir. Viral vektorler ve lipofeksiyon ile karsilastirildiginda, katyonik
polimerler daha az sitotoksisite iiretirler ancak ayni zamanda daha diistik verimlilikle
de tehlikeye girerler. Son zamanlarda nanopartikiiller, niikleik asitlerin konakg1
hiicreye girisini artiran kiiciik boyutlar1 nedeniyle lipozomal olmayan transfeksiyonda
alternatif bir secenek olarak ortaya c¢ikmaktadir. Lipozomal olmayan lipit bazlh
nanotastyici, niikleik asitlerin 6karyotik hiicrelere hizli ve etkili bir sekilde verilmesine
izin veren lipit formiilli bir nanotasiyici tiiriidiir. Lipozomal lipit nanotasiyicilarla
karsilastirildiginda, bu nanotasiyicinin daha giivenli oldugu iddia edilse de
hazirlanmas1 pahalidir (142, 160).



28

2.5. Bagisiklik (immiin sistem), Tiiberkiiloz ve Bacillus Calmette-Guérin
(BCG) Asis1

Bagisiklik, viicudun  patojenlerin  istilasin1  Onleme  yetenegini ifade
eder. Patojenler, bakteri ve viriisler gibi hastaliga neden olan yabanci maddelerdir ve
insanlar her giin bunlara maruz kalmaktadir. Antijenler, patojenlerin yilizeyine baglanir
ve viicutta bir bagisiklik tepkisi uyarir (161). Bagisiklik sistemi iki boliimden olusur:
dogustan gelen (genel) bagisiklik sistemi ve uyarlanabilir (adaptif) bagisiklik sistemi
(Sekil 2.12.). Bu iki sistem birlikte ¢alisir ve farkli gorevler tistlenir. Dogustan gelen
bagisiklik sistemi, viicuda giren mikroplara kars1 viicudun ilk savunma hattidir (162).
Dogustan gelen bagisiklik, fiziksel engeller (cilt, viicut kil1), savunma mekanizmalari
(tiiktiriik, mide asidi) ve genel bagisiklik tepkileri (iltihap) dahil olmak tizere genel bir
korumadir. Tiim mikroplara ve yabanci maddelere ayni sekilde tepki verir, bu nedenle
bazen "spesifik olmayan" bagisiklik sistemi olarak adlandirilir. Bagisiklik sistemi,
viicudu ne tiir bir antijenin istila ettigini tam olarak bilmese de, herhangi bir patojene
kars1 savunmak icin hizli tepki verebilir (163). Ornegin kiigiik bir yaradan deriye
giren bakterilerin birkag¢ saat i¢inde yerinde tespit edilip yok edilmesini saglar (164).
Bazi proteinler (enzimler) de dogustan gelen bagisiklik tepkisine yardimei olmak i¢in
aktive edilir. Viicuda giren bakteri veya viriisler, ¢copcii hiicreler (fagositler) tarafindan
hemen durdurulabilir. Copgli hiicreler, beyaz kan hiicrelerinin (lokositler) ozel
tiirleridir. Bu hiicreler mikroplar1 i¢ine alir ve onlar1 "sindirir". Bu mikroplarin
kalintilar1, adaptif bagisiklik sistemi tarafindan tespit edilmek tizere ¢opcii hiicrelerin
yiizeyine hareket eder (163).

Dogustan gelen bagisiklik sistemi, ¢ok cesitli patojenleri hizla algilayacak ve
ortadan kaldiracak sekilde evrimlesmis olsa da taniyabilecegi yaygin patojenik
molekiiler modellerin aralii sinirhidir. Antijenik yapilarin ezici degiskenligi ve ayrica
patojenlerin konak tespitinden kaginmak icin mutasyona ugrama yetenegi, adaptif
bagisiklik sisteminin evrimini yonlendirmistir (165). Viicut (bir patojene bagli olan)
belirli bir antijene maruz kalir ve bu spesifik antijene kars1 antikorlar gelistirir. S6zii
edilen antijenin bir sonraki istilasinda, viicut spesifik antijenin hafizasina sahip ve
zaten onunla savagmak icin antikorlara sahip olur (166). Edinilmis bagisiklik, bir
kisinin bir hastaliga yakalandigi ve sonug olarak bagisiklik gelistirdigi bir enfeksiyona

maruz kalmaktan kaynaklanabilir. Edinilmis bagisiklik ayrica, asmin belirli bir
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hastalig1 taklit ettigi ve asilanmis bireyde hastalanmadan bir bagisiklik tepkisine neden
oldugu asilamadan meydana gelir (167).

Adaptif bagisiklik sisteminin mikropla ilk temas ettiginde tepki vermesi birkag
giin siirebilir, ancak bir dahaki sefere viicut hemen tepki verebilir. Ikinci enfeksiyon
daha sonra hastalik etkisi yaratmaz veya hastalik hafif seyreder. Adaptif bagisiklik
sistemini olusturan yapilar; T lenfositleri, B lenfositleri ve antikorlardir. T lenfositleri
(ayrica T hiicreleri olarak da adlandirilir) kemik iliginde tretilir ve daha sonra kan
dolasimi yoluyla timusa taginir ve burada olgunlasir. Adlarindaki "T", "timus"tan gelir
(168). T hiicrelerinin ii¢ ana gorevi vardir: 1) Adaptif bagisiklik sistemini (T yardimci
hiicreleri) baglatmak icin diger bagisiklik sistemi hiicrelerini aktive etmek tizere
kimyasal haberciler kullanirlar. 2) Viriisler veya tlimorlii hiicreler tarafindan enfekte
olmus hiicreleri tespit eder ve onlar1 yok eder (sitotoksik T hiicreleri). 3) Baz1 T
yardimet hiicreleri, enfeksiyon yenildikten sonra hafiza T hiicreleri haline gelir. Hangi
mikroplarin yenildigini "hatirlayabilirler" ve daha sonra ayn1 enfeksiyon durumunda
uyarlanmig bagisiklik sistemini hizla etkinlestirmeye hazir olurlar (169). T
hiicrelerinin ylizeylerinde, belirli bir anahtarin sigacagi bir kilit gibi, mikroplara
baglanabilen algilama 6zellikleri vardir. Bagisiklik sistemi, bir enfeksiyondaki her bir
mikrop i¢in birkag giin i¢inde eslesen bir T hiicre tipi liretebilir. Daha sonra bir mikrop
eslesen bir T hiicresine baglanirsa, T hiicresi cogalmaya baslar ve bu mikrop icin
0zellesmis daha fazla T hiicresi olusturur. Sadece mikropla eslesen hiicreler ¢ogaldig
icin, bagisiklik tepkisi ozellestirilmistir (169). B lenfositleri (B hiicreleri) kemik
iliginde yapilir ve daha sonra 6zel bagisiklik sistemi hiicreleri olmak {izere orada
olgunlagir. Adlarin1 "kemik 1iligi"ndeki (Bone Marrow) "B" harfinden alirlar. T
hiicreleri gibi, belirli mikroplarla eslesen bircok farkli B hiicresi tiirii vardir. B
hiicreleri, T yardimce1 hiicreleri tarafindan aktive edilir: T yardimer hiicreleri, yaptiklari
ayn1 mikroplarla eslesen B hiicreleriyle temas eder. Bu, B hiicrelerini ¢cogalmak ve
kendilerini plazma hiicrelerine doniistiirmek i¢in harekete gecirir. Bu plazma hiicreleri
hizla ¢ok biiylik miktarda antikor {iretir ve kana salinir. Yalnizca saldiran mikroplarla
eslesen B hiicreleri etkinlestirildiginden, yalnizca ihtiyag duyulan tam antikorlar
tiretilecektir (170). Aktive edilmis B hiicrelerinin bir kismi hafiza hiicrelerine dontistir
ve adaptif bagisiklik sisteminin "hafizasinin" bir pargasi haline gelir. Antikorlar,

mikroplar1 ve diger potansiyel olarak zararli maddeleri hizl1 bir sekilde tespit edebilir
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ve ardindan onlara baglanabilir. Bu, "davetsiz misafirleri" etkisiz hale getirir ve
yardim i¢in diger bagisiklik sistemi hiicrelerini ¢eker. Antikor olusumunu
tetikleyebilen mikroplar ve diger maddelere de "antijenler" denir (171). Bir antikor,
bir antijene ancak tam olarak eslesirse baglanir. Antikorlar, adaptif bagisiklik
sisteminden hizli bir yanit baslatmak i¢in eslesen mikroplar1 bu sekilde algilar (171).
Antikorlarin ii¢ ana islevi vardir: 1) Virislerin veya bakterilerin hiicre yiizeylerine
dogrudan baglanarak veya toksinlerine baglanarak mikroplar1 nétralize ederler. Bu,
mikroplarin viicudun normal hiicrelerine tutunmasini ve onlar1 enfekte etmesini onler.
2) Yiizeylerine yapisarak diger bagisiklik sistemi hiicrelerini aktive ederler. Copgii
hiicreler de antikorlarla yiiklii mikroplarla daha iyi savasabilir. 3) Bagisiklik sistemi
tepkisine yardimci olan proteinleri aktive ederler. Adaptif bagisiklik sisteminin
antikorlar1 da dogustan gelen bagisiklik sistemini destekler. Adaptif bagisiklik
sisteminin ¢esitli hiicreleri ya dogrudan ya da sitokinler (kiiciik proteinler) gibi
¢oziinlir kimyasal haberciler araciligiyla iletisim kurar. Bu kimyasal haberciler
cogunlukla proteinlerdir ve viicuttaki farkli hiicreler tarafindan iretilirler

(171). Antikorlar, kan dolasiminda dolasan protein ve seker bilesikleridir (171).
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Sekil 2.12. Dogustan gelen ve adaptif bagisiklik sistemine ait yapilar. Sekil
BioRender tarafindan olusturulmustur.
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Uzun bir siire, bagisiklik hafizasi, adaptif bagisiklik sisteminin 6zel bir 6zelligi
olarak kabul edilmistir . Bununla birlikte, asilarin hedef enfeksiyonlarinin 6tesindeki
etkilerini gosteren, giderek artan sayida epidemiyolojik ve immiinolojik calisma
birikmeye baslamistir. Bu heterolog etkiler, antijene 6zgii adaptif immiin bellegin
uyarilmasiyla agiklanamaz. Asinin bu hedef disi1 etkilerine dahil olan bir mekanizma,
antijenlerin ¢oklu ve farkli ligandlar1 taniyabilen g¢apraz reaktif T hiicrelerinin
olusumuna yol ac¢tig1 heterolog T hiicre bagisiklig: ile temsil edilir (172). Dogustan
gelen bagisiklik hiicrelerinde, fiili bir dogustan gelen bagisiklik bellegiyle olusan bu
tir adaptif Ozellikler, spesifik degildir ve gelismis konak savunmasi ile
sonuclanir. Dogustan gelen bagisiklik hiicrelerinin sonraki bir saldiriya karsi gelismis
bagisiklik tepkileri gosterdigi siireg, egitimli bagisiklik olarak adlandirilmaktadir (173,
174). Egitimli bagisiklik, birincil bir uyaranla karsilastiktan sonra dogustan gelen
bagisiklik hiicrelerinin uzun vadeli islevsel yeniden programlanmasidir ve bu ikincil
bir zorlanmaya kars1 artirilmig bir yanitla sonuclanir. Egitimli bagisikligin uyarilmasi
birgok hiicre tipinde gozlenmistir ayrica kapsamli metabolik ve epigenetik yeniden
sekillenme aracilik eder (175). Egitimli bagisikligin uyarilmasiyla iliskili fonksiyonel
degisikliklerin en az bir yil siirdiigli gosterilmistir; 6te yandan, epidemiyolojik
caligmalar, agilamanin neden oldugu spesifik olmayan koruma durumunda 5 yila kadar
uzun vadeli etkiler gostermistir (175, 176). Egitimli bagisikligin uyarilmasi, hem
monositler, makrofajlar , dendritik hiicreler ve nétrofiller gibi mononiikleer miyeloid
hiicrelerde hem de dogal oSldiiriicii (NK) gibi lenfoid hiicrelerde gosterilmistir (177-
180).

Tiiberkiiloz ve BCG asist

Bulagici bir hastalik ve diinya ¢capinda 6nde gelen 6liim nedeni olan tiiberkiiloz,
son 25 wyildir kiiresel bir halk sagligi acil durumu olarak kabul edilmektedir.
Tiiberkiiloza yonelik halk sagligi yaklagimlari on milyonlarca hayati kurtarmis olsa da
tiiberkiilozu kontrol etmek i¢in miitevazi bir ilerleme kaydedilmistir. Ilaca direngli
tiiberkiiloz tiirleri, su anda diinyanin en Oliimciil patojenleri olma yolundadir ve
antimikrobiyal diren¢ nedeniyle 6liimlerin dortte birinden sorumludur. Tiiberkiilozun
epidemiyolojisi, risk faktorleri ve patofizyolojisine iliskin ¢ok sayida ilerleme

kaydedilmistir (Sekil 2.13.) (181). Bunun bir sonucu olarak tiiberkiiloz enfeksiyonu ve


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/immunological-memory
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/immunological-memory
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/epigenomics
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/monocyte
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/monocyte
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/neutrophil
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0952791522000371#bib10
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/myeloid-cell
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/myeloid-cell
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/lymphoid-cell

32

hastaliginin tiim bigimleri i¢in yeni teshis ve tedaviler ufukta belirmektedir.
Tiiberkiiloz, diinya ¢apinda 6nemli morbidite ve mortaliteye neden olmaya devam
etmektedir. DSO'ye (Diinya Saglik Orgiitii) gore, 2017'de tahminen 10 milyon insan
yeni tiiberkiiloz hastas1 olmustur. Bu bireylerin 8,7 milyonu (%87) hastalik yiikiiniin
yiiksek oldugu 30 iilkede bulunmaktadir. Bu 10 milyon kisiden sadece 6.4 milyonu
teshis edilmis ve resmi olarak bildirilmistir (182). Her yil 1.3 milyon insanin
tiiberkiilozdan 6ldiigii tahmin edilmektedir. Tiiberkiiloz bir yoksulluk hastaligidir.
Cogu yiiksek gelirli iilkenin tiiberkiiloz insidansini yilda 100.000 niifustan daha az
olarak tahmin etmesine ragmen, yiiksek tiiberkiiloz yiikii olan 30 iilkede (agirlikli
olarak diisiik gelirli ve orta gelirli iilkelerdir) tahmini toplu tiiberkiiloz insidans1 100'de
183'tiir (183). TB i¢in Kiiresel Hastalik, Yaralanma ve Risk Faktorleri yiikii verileri
(1990-2016), insidanstaki mevcut egilimler devam ederse, ¢ok az iilkenin BM
(Birlesmis Milletler) Siirdiirtilebilir Kalkinma Hedefleri'nin 2030 yilina kadar salgini
sona erdirme hedefini karsilamasinin muhtemel oldugunu gostermektedir (182, 184,
185). Bireysel bazda, tiiberkiiloza karsi bagisikligin, tek bir konakgi i¢inde bile
zamanla dalgalandigi goriilmektedir (186). Yakin tarihli bir ¢alismada, bireysel
graniilomlarda bulunan bagisiklik yanitlari, enfeksiyon bolgesindeki yerel bagisiklik
tepkilerinin tiiberkiilozu kontrol etmede 6nemli oldugunu diisiindirmektedir (187).
Veriler ayrica, tiiberkiiloza maruz kalan bazi kisilerin enfekte olmadigini, digerlerinin
ise minimum diizeyde maruz kalsa bile enfeksiyona ve hastaliga hizla yenik diistiigiinii
gostermektedir (188). Tiiberkiiloz ilag direnci agisindan veriler, ilaca direngli
tiiberkiilozla basvuran birgok kisinin ilaca direngli suslarla enfekte oldugunu
gostermektedir (189). Bilim camiasinda uzun siiredir M. tuberculosis ile yeni enfekte
olmus kisilerin enfeksiyondan sonraki ilk birkag¢ yil icinde hastaliga ilerleme riskinin
en yliksek oldugu konusunda ortak bir inang olmasina ragmen, tarihsel verilerin analizi
M. tuberculosis inkiibasyonunun muhtemelen daha kisa oldugunu dogrulamistir (190).
Bu bulgu, yakin zamanda maruz kalan ve yliksek progresyon riski tasiyan bireyleri
(6rn. yakin temaslilar) belirlemenin ve onlara onleyici tedavi sunmanin, hastaligin
ilerlemesini Onlemek i¢in etkili bir strateji olabilecegini diislindiirmektedir. Bazi
biyobelirtegler, en yiiksek ilerleme riski tasiyan bireyleri belirleme konusunda umut
vaat etmektedir (191). Yerel bagisiklik tepkileri ve hastalik toleransi dahil olmak tizere

patojen ve konak faktorlerinin tiiberkiiloz hastaliginin patogenezini ve gelismekte olan
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risk faktorlerini nasil agiklayabilecegine ve sosyoekonomik risk faktorleri iizerinde de
onemli caligmalar yapilmistir. Sosyoekonomik diizeyi diisiik niifuslardan gelen
kisilerin tiiberkiiloz hastaligina yakalanma riskinin yiiksek oldugu bilinmektedir (192)
TB yiikiinlin diisiik oldugu iilkelerde, genel yasam kosullarindaki iyilesmenin bir
sonucu olarak TB morbidite ve mortalitesinde 6nemli digiisler meydana geldigi
bilinmektedir (193). Peru'nun gecekondu mahallelerinde yapilan bir ¢alismada, ig
mekan hava kirliligi, oda basina az sayida pencere bulunan bir evde yasama ve hane
halkinin sosyoekonomik konumu dahil olmak iizere baz1 degistirilebilir
sosyoekonomik risk faktorlerinin TB enfeksiyonu ve hastaliginin giiglii belirleyicileri
olabilecegini ortaya koymustur (194). Ayrica, bir kez TB gegirmis kisilerde tekrar TB
gelisme riski yiiksektir, bu da yoksulluk ve TB kisir dongiisiinii daha da kétiilestirir.
TB enfeksiyonunun anlasilmasini gelistirmek i¢in kontrollii bir insan enfeksiyon

modeli, bu alanda karsilanmamuis bir ihtiyactir (Sekil 2.13.) (195).
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Sekil 2.13. Tiiberkiiloz enfeksiyonu ve hastaliginin spektrumu (196).
IGRA=interferon-y salinim testi. TST=tiiberkiilin cilt testi.

Bacillus Calmette-Guérin (BCG) asis1, tiiberkiillozu (TB) oOnlemek igin
1921'den beri kullanilmaktadir ve diinyanin en yaygin kullanilan asis1 olarak kabul
edilmektedir. Bu as1, TB akciger hastaliginin ilerlemesini azaltmak igin onemli bir

profilaktik 6nlemdir. BCG ¢ogu durumda yasamin ilk giinlerinde uygulanmakta ve
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neonatal TB o6liimlerinde azalmaya yol agmaktadir (197). Robert Koch tarafindan
1882'de kesfedilen M. tuberculosis (Mtb), diger insan patojenlerine kiyasla daha fazla
6liimden sorumludur (198, 199). BCG, dort milyardan fazla dozla TB’ye karsi su anda
mevcut olan tek ve en yaygin uygulanan asidir. BCG bagisiklama kapsami ise tahmini
olarak %85 ‘dir (200). BCG'nin etkinligi ise degisken olup, bebeklerde yayilmis
TB’nin siddetli formlar1 ile enfeksiyondan korusa da, en yaygin form olan akciger
tiiberkiilozuna karsi koruma saglamaz (201). Koruyucu tepkisini artirmak igin,
rekombinant canli agilarin yani sira alt birim agilar (viral vektorli veya adjuvanlanmis
rekombinant proteinlere dayali) dahil olmak {iizere gesitli alternatif as1 adaylar
gelistirilmektedir (202). Su anda her yil 140 milyon bebege BCG asis1 yapilmaktadir
(203). Piyasaya siiriilmesinden yiiz yil sonra, canli ateniie BCG asis1 halen kullanimda
olan en eski asidir ve BCG agisinin spesifik olmayan immiinolojik etkisi, egitimli
bagisikligin iyi tanimlanmis bir 6rnegidir. Bu immiin yanit, epigenetik sinyallemeyi
igerir ve temel olarak monositler/makrofajlar ve dogal 6ldiiriicii (NK) hiicreler aracilik
eder (Sekil 2.14) (204). BCG asilamasi yoluyla indiiklenen adaptif bagisiklik tepkisi,
makrofajlar tarafindan sergilenen anti mikobakteriyel aktiviteyi artiran, CD4+ ve
CD8+ T hiicresi aktivasyonunu ve yiiksek seviyelerde interferon gama (IFN-y) icerir.
IFN-y ayrica B hiicrelerinin aktivasyonuna ve plazma hiicreleri tarafindan antijene
O0zgii antikorlarin iretilmesine de katkida bulunur. BCG asilamasi, bagisiklik
hazirlayan uzun kodlayici riboniikleik asit (RNA) ve artan haberci RNA (mRNA)
ekspresyonunun yukari regiilasyonuna yol acar ve BCG tarafindan egitilmis
makrofajlar tarafindan artan sitokin tiretimi, yliksek seviyelerde tiimor nekroz faktorii
alfa (TNF-a) ile sonuglanir. Bu yanitlarin siiresi belirsizdir ancak bir yil veya daha
uzun siirebilir. Biriken veriler, hedef dis1 bagisiklig1 indiiklemede BCG asisinin roliine
dair mekanik bir anlayis saglar (205-209). 1920'lerde kullanima sunulmasindan hemen
sonra BCG agisinin TB iizerindeki etkisinden bagimsiz olarak bebek oOliimlerini
azalttigi bilinmektedir. BCG asisinin viral enfeksiyonlara karsi hedeflenmemis
koruyucu etkilere sahip olabilecegi de diisiiniilmektedir. Bunlar arasinda
RSV'nin (Respiratuar Sinsisyal Viriis) neden oldugu akutalt solunum yolu
enfeksiyonlar1 da yer almaktadir. Yapilan baz1 ¢alismalar BCG agilamasi ile solunum
yolu enfeksiyonlarinda neredeyse ii¢ kat azalma oldugunu bildirmistir (210).

Enfeksiyonlara kars1 profilaktik koruma saglamanin yani sira, BCG'nin viriis aracili
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Klinik durumlarda spesifik olmayan immiinoterapi olarak da etkili oldugu
gdsterilmistir. Bu etkilerin bilinen bir 6rnegi, HPV nin (Insan Papilloma Viriis) neden
oldugu kutan6z ve genital sigillere karst BCG'nin olumlu etkisidir. Ayrica BCG, viral
enfeksiyonlara yonelik asilara verilen yaniti da iyilestirebilir. 40 saghkli goniillii
tizerinde yapilan randomize kontrollii bir ¢alisma, influenza asilamasindan 6nce BCG
asisinin 2009 pandemik HINI1 (influenza A) as1 susuna karsi antikor titresini
arttirdigin1 gostermistir (211). Ayrica, BCG HBV asis1 (Hepatit B Asgis1) gibi diger
asilara yanit verme tlizerindeki etkisine yonelik etkiler gézlenmistir (212, 213). On
yildan daha kisa bir siire dncesine kadar sadece B ve T lenfositlerinin hafiza tepkileri
olusturabildigi diisliniiliiyordu. Bununla birlikte, son zamanlarda yapilan ¢ok sayida
calisma, dogustan gelen bagisiklik hiicrelerinin fonksiyonel programinin, belirli
enfeksiyonlar veya asilar {lizerine degistirildigini ve bunun, hiicreler ikincil bir
uyaranla karsilastiginda artan bir bagisiklik tepkisi ile sonuglandigini gostermistir.
Dogustan gelen bagisiklik hiicrelerinde spesifik olmayan bir hafizanin uyarilmasina
'egitilmis bagigiklik' adi verilmektedir (214). Kanitlar, BCG'nin spesifik olmayan
etkilerini indiikledigi anahtar mekanizmanin, muhtemelen T hiicresi ve B hiicresi bazli
adaptif yoldan ziyade, dogustan gelen bagisiklik hiicrelerinde, 6zellikle dogal 6ldiiriicii
(NK) hiicrelerde, monositler ve makrofajlarda immiinolojik hafizanin uyarilmasi
yoluyla oldugunu gostermektedir (Sekil 2.14.). Fonksiyonel T ve B hiicrelerine sahip
olmayan SCID (Siddetli Kombine Immiin Yetmezlik) goriilen farelerde BCG
astlamasinin, bu etkiye aracilik etmede dogustan gelen bagisiklik hiicrelerinin 6nemini

ortaya koymaktadir (215-217).


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/immunotherapy
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/immunotherapy
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/wart-virus
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/genital-wart
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/influenza-vaccination
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/hepatitis-b-vaccine
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Sekil 2.14. BCG asis1 intrakutan olarak enjekte edildikten sonra monositler,
makrofajlar ve DC'ler (dendritik cell) as1 yerinde BCG'yi tanir ve giiglii
bir bagisiklik tepkisi olusturur. BCG, DC'ler veya makrofajlar tarafindan
taninir ve igsellestirilir. BCG'nin hiicre duvari veya diger bilesenleri,
farkli ligandlara baglanan, uyarilmis hiicrelerin kostimiilator
molekiillerini yukari regiile eden ve TB'ye kars1 dogustan gelen
bagisiklik tepkisini aktive eden PRR'ler (Model tanima reseptorleri)
olarak islev goriir. Aktive edilmis DC hiicreleri, mikobakteriyel spesifik
CD4+ ve CD8+ T hiicrelerini bir Thl profili ile aktive etmek i¢in lenf
diigiimlerine gb¢ eder ve ardindan IFN-gama ve granzim gibi yliksek
seviyelerde sitokinlerin salgilanmasini indiikler. Ayn1 zamanda BCG
antijenlerine yanit veren B hiicreleri, hafiza hiicrelerinin, plazma
hiicrelerinin ve antijene 6zgii antikorlarin tiretimine yol agar (218). Sekil
BioRender kullanilarak olusturulmustur.

Bu tez c¢alismasi kapsaminda oOncelikle insanda tanimlanan TIMELESS
proteini karakterize edilerek fizikokimyasal Ozellikleri, tahmini hiicre alt1
lokalizasyonu ve 3D protein yapisi belirlenmis ve diger sirkadiyen genlerle olan
evrimsel iliskisi filogenetik anallizlerle tanimlanmistir. Sirkadiyen genler ve bagisiklik
arasindaki iliskide TIMELESS'in roliinii arastirmak i¢in hedef miRNA'lar in silico
yollarla arastirilmistir. Ardindan, BCG asis1 84 dogustan gelen ve adaptif gen
tizerinden qRT-PCR teknigi ile incelenerek gen ekspresyonu ve bagisiklik yolaklar:
hakkinda yeni bulgular elde edilmistir. Daha sonra CRISPR/Cas9 teknolojisi
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araciligityla HEK293 hiicrelerinde TIMELESS geni nakavt edilerek BCG asisinin
etkinligi 84 dogustan gelen ve adaptif gen iizerinde qRT-PCR teknolojisi ile
arastiritlmistir. Sonu¢ olarak TIMELESS geni ile immiin yanitlar arasinda yeni
bulgular elde edilmistir. Bu ¢alisma ile sadece mevcut tekniklerin optimize edilerek
laboratuvar ortaminda kullanilmasi saglanmamis, ayni zamanda TIMELESS geninin

insanlardaki 6nemi de ilk kez bu kadar kapsamli bir sekilde tespit edilmistir.



3. GEREC ve YONTEM

3.1. Kimyasal Malzemeler ve Biyolojik Materyaller

38

Dulbecco's modification of Eagle's
medium (DMEM)

Biochrom AG, Almanya

Penisilin/Streptomisin

Sigma, Israil

SYBR Green Gergek zamanli PCR kiti

ThermoFisher, ABD

Tripan mavisi

Sigma, ABD

Tripsin-EDTA

Sigma, Almanya

NEAA (Non-Essential Amino Acid)

ThermoFisher, ABD

HEPES (N-(2-Hydroxyethyl) piperazine-
N'-(2-ethanesulfonic acid)

ThermoFisher, ABD

Pyruvate (Piriivik asit),

ThermoFisher, ABD

L-glutamine

ThermoFisher, ABD

Fetal s1g1r serumu

Sigma, Almanya

Insan embriyonik bébrek hiicre hatti
(HEK293)

Amerikan Tipi Kiiltiir Koleksiyonu
(ATCC), ABD

T4 Ligasyon Bufferi

New England Biolabs, ABD

T4 Poliniikleotit Kinaz

New England Biolabs, ABD

pSpCas9(BB)-2A-GFP (PX458)

Addgene, ABD

Reaksiyon Buffer1 (NEB)

New England Biolabs, ABD

Q5 Polimeraz (NEB)

New England Biolabs, ABD

5x iScript Reaksiyon Karigimi

Biorad, ABD

iScript Ters Transkriptaz

Biorad, ABD

Calf Intestinal Alkaline Phosphatase
(Quick CIP) (NEB#M0525S)

New England Biolabs, ABD

Tissue DNA Mini Kit

FavorPrep™, Tayvan

Tissue RNA Mini Kit

FavorPrep™, Tayvan

iTaq™ Universal SYBR® Green Biorad, ABD
Supermix (2x)
Genomic DNA Extraction Mini Kiti FavorPrep™

Q5 Hot Start High-Fidelity 2X Master
Mix

New England Biolabs, ABD

T7 Endontikleaz 1 (M0302)

Biorad, ABD

RT2 Profiler PCR Arrays (RT? Profiler™
PCR Array Human Innate & Adaptive
Immune Responses)

Qiagen, Almanya
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3.2. TIMELESS Proteininin in silico Yollarla Karakterize Edilmesi,
Tahmini Hiicre Alti Lokalizasyonunun Belirlenmesi, 3D Protein

Yapisi Ve Evrimsel Iliskileri

NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) veritaban1 kullanilarak TIMELESS
peptid ve CDS sekanslari indirilmistir. TIMELESS proteinlerine ait fizikokimyasal
ozellikler ExPASy ProtParam (https://web.expasy.org/protparam/) kullanilarak elde
edilmistir (219). Tahmini hiicre alt1 lokalizasyonlar1 WoLF PSORT: Protein
Subcellular  Localization Prediction Tool (https://www.genscript.com/wolf-
psort.html) kullanilarak belirlenmistir. TIMELESS proteininin 3D yapis1 AlphaFold
Protein Structure Database (https://alphafold.ebi.ac.uk/) kullanilarak belirlenmistir
(220). MEGA11 programi kullanilarak Maximum likelihood (ML) metodu (bootstrap
degeri=1000) ile filogenetik agac¢ olusturulmustur (221). Multiple EM for Motif
Elicitation (MEME 4.11.1; https://meme-suite.org/) g¢evrimi¢i aract kullanilarak
sirkadiyen genlere ait protein yapilari analiz edilmistir (222).

3.3. TIMELESS'e Ozgii miRNA Hedeflerinin Tahmini

miRDB (https://mirdb.org/) ¢evrimi¢i araci kullanilarak TIMELESS genine
0zgii hangi miRNA’larin hedeflendigi analiz edilmistir (223). Daha sonra Cytoscape
3.9.1 (https://cytoscape.org/download.html) yazilimi kullanilarak elde edilen veriler

sonucunda iligki ag1 gorsellestirilmistir (224).
3.4. TIMELESS’a 6zgii genom diizenleme

3.4.1. Kilavuz RNA (gRNA) Secimi ve pSpCas9(BB)-2A-GFP (PX458)

Vektoriine Klonlama Calismalar

Kilavuz RNA’larin tasarimi igin https://benchling.com/editor online program
kullanilarak sense ve antisense oligolar tasarlanmigtir (Tablo 3.1.): Sense iplikg¢ik,
fonksiyonel bir proteini kodlayan mRNA'nin tam niikleotit dizisini igerir. Antisens
zinciri, transkripsiyon i¢in sablon gorevi goriir ve kopyalanan mRNA'ya tamamlayici
niikleotit sekansi icerir. Bu nedenle antisens iplik, proteinlerin translasyonundan

sorumludur.


https://alphafold.ebi.ac.uk/
https://benchling.com/editor
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Tablo 3.1. gRNA‘lar i¢in dizayn edilmis sense ve antisense oligolarin sekanslari

Primer Sekans

TIMELESS gRNA Forward 1 CACCGCTAGCCACATGTAGTGCCCT
TIMELESS gRNA Reverse 1 AAACAGGGCACTACATGTGGCTAGC
TIMELESS gRNA Forward 2 CACCGCAACCAGCCTTGCTCTGTTT
TIMELESS gRNA Reverse 2 AAACAAACAGAGCAAGGCTGGTTGC

3.4.2. gRNA Oligolarimin Hibridize Edilmesi ve Fosforilasyonu

gRNA igin sense ve antisense oligolar hibridize ve fosforile edilmistir (Tablo
3.2.). Vektor igine klonlamada kullanilmak tizere ddH>O kullanarak 1:200 oraninda

seyreltilmistir.

Tablo 3.2. gRNA oligolarinin hibridizasyonu ve fosforilasyonu i¢in kullanilan
reaksiyon bilesenleri

Reaksiyon bilesenleri:

1ul sense gRNA oligo (100uM)

1ul antisense gRNA oligo (100uM)

lul T4 Ligasyon Buffer1 (NEB)

0,5ul T4 Poliniikleotit Kinaz (T4 PNK) (NEB# M0201S)
6,5 ul ddH->0

Toplam 10 ul

Reaksiyon karigimi PCR cihazi kullanilarak inkiibe edilmistir: 37 °C 30 dakika;
95 °C 5 dakika; ve dakikada 5 °C diisecek sekilde 25 °C’ye diistiriilmiistiir.

3.4.3. pSpCas9(BB)-2A-GFP (PX458) plasmidinin Bbsl Enzimi ile

Kesilmesi ve Defosforilasyonu

Calisma icin pSpCas9(BB)-2A-GFP (PX458) plazmiti se¢ilmis ve ticari olarak
elde edilmistir (Sekil 3.1.). Plazmit Bbsl enzimi ile kesilerek defosforilasyonu

gergeklestirilmistir (Tablo 3.3).
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Af1III,Pcil 3bsI, Bt Ndel, Xbal,Acc651,Kpnl
Ndel
SnaBI
Ncol

PaqCI,Agel
Ncol
BstXI

BglII
PfIMI
EcoNI
BmgBI
BstXI

EcoNI

pSpCas9(BB)-2A-GFP
2;;§ 9289 bp
Sbf1
+8
+2
Sphl
Sacl
Eco53kI
BsrGI,+1

Apal

BstAPI
Barl
Pasl
EcoRV

Ajul
EcoRI Eco53kI, Sacl
Fsel Dralll
XemI PfIMI
Barl,BsaBI, XcmI,Eagl, Bsml CspCI,Pmll
Kf1I BspEI
BmgBI,Ajul,BspEI, Sph1

Sekil 3.1. pSpCas9(BB)-2A-GFP (PX458) plazmitine ait harita

Tablo 3.3. pSpCas9(BB)-2A-GFP (PX458) plasmitinin Bbsl Enzimi ile Kesilmesi ve
Defosforilasyonu

Reaksiyon bilesenleri:

1ug pSpCas9(BB)-2A-GFP (PX458)
1 ul Bbsl-HF (NEB#R3539S) enzimi
5 ul Cutsmart Buffer

X ul ddH20

Toplam 50 ul

Reaksiyon karisimi 37°C de 1,5 saat boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
bitiminde, 1 ul Calf Intestinal Alkaline Phosphatase (Quick CIP) (NEB#MO0525S)
eklenmis ve 37°C de 20 dakika daha inkiibe edilmistir. Daha sonra, BbsI ile kesilmis
ve CIP ile defosforile edilmis pSpCas9(BB)-2A-GFP (PX458) vektorii jelde

yiiriitiilmiis ve sonraki agsamalarda kullanilmak {izere jelden izole edilmistir.
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3.4.4. Hibridize Edilmis Oligolarin pSpCas9(BB)-2A-GFP (PX458)
Plasmidi ile Ligasyonu ve Transformasyonu

Ayr1 ayr1 hibridize edilmis gRNA1 ve gRNA2 ile ayr1 ayr reaksiyon
kurulmustur (Tablo 3.4.).

Tablo 3.4. Hibridize edilmis oligolarin pSpCas9(BB)-2A-GFP (PX458) plasmidi ile
ligasyonu ve transformasyonu

Reaksiyon bilesenleri:

100ng/ul kesilmis pSpCas9(BB)-2A-GFP (PX458) plasmid
1ul T4 Ligasyon Bufferi(NEB)

1ul T4 DNA Ligaz (NEB#0202S)

X ul ddH20

Toplam 10 ul

lul hibridize olmus ve fosforile edilmis oligolar(gRNA)(1:200) (gRNAI1 ve
gRNA2 i¢in ayr ayr1 kuruldu)

Reaksiyon karigimi1 25°C de 1 saat boyunca inkiibe edilmis ve gRNAI ve
gRNA2 i¢in hazirlanan ligasyon diriinleri ayri ayri E.coli DH5a’ya transforme

edilmistir.
3.4.5. gRNA’nin Vektor I¢ine Insersiyonunun Kontrolii

Transformasyondan sonra segilen ve kiiltiirii yapilan kolonilerden plazmitizole
edildikten sonra, hU6 forward primeri ve gRNAL1- gRNAZ2 antisense oligosu
kullanilarak ~260bp lik bir alan standart PCR ile ¢ogaltilmis ve gRNA1 ve gRNA2
dizisinin plazmit i¢indeki varligi PCR iiriiniin jelde yiiriitiilmesi ile test edilmistir
(Tablo 3.5.)
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Tablo 3.5. gRNA’nin vektor igine insersiyonunun kontrolii

Reaksiyon bilesenleri.

5ul 5X Q5 PCR Reaksiyon Buffer1 (NEB)

0,5ul dNTPs 10 mM

1,25ul 10 uM hU6 Forward Primeri (evrensel
primer)

1,25ul 10 uM gRNA1l / gRNA2 Reverse
Primeri

1ul Plazmit (~100ng/ul)

0,25ul Q5 Polimeraz (NEB)

15,75ul ddH20

Toplam 25ul

PCR kosullar::

Denatiirasyon 98°C 30 saniye. (1 tur)

(35 dongii) 98°C 10 saniye
60°C 20 saniye
72°C 20 saniye

DNA Sentezi 72°C 10 dakika. (1 tur)
+4°C oo

3.5. Hiicre Kiiltiirii ve Gen Ekspresyonunun Kontrolii

Hem temel hem de uygulamali ¢alismalarda yaygin olarak kullanilan HEK293

(Insan embriyonik bobrek) hiicreleri bu ¢alisma icin secilmistir ve Amerikan Tipi
Kiiltiir Koleksiyonu (ATCC), ABD’den temin edilmistir. %10 glikozlu DMEM’e %10
FBS (Fetal Bovine Serum), %1 Penicillin-Streptomycin, %1 NEAA (Non-Essential
Amino Acid), %1 HEPES (N-(2-Hydroxyethyl) piperazine-N'-(2-ethanesulfonic

acid)), %1 pyruvate (Piriivik asit), %1 L-glutamine eklenerek 37 C’de inkiibe
edilmistir. Hiicreler pasajlanirken (Trypsin-EDTA (0.25%)) kullanilmistir (Sekil 3.2.)
In silico olarak TIMELESS geninin HEK293 hiicre hattinda ifade edildigi belirlenmis

(https://maayanlab.cloud/Harmonizome/).


https://maayanlab.cloud/Harmonizome/

44

FBS
DMEM

Penicillin-
Streptomycin : -~
% ‘ﬁ—‘( [[I
70
1 \ g Heves -— ﬁ'
NEAA \ / 37°C
pyruvate L-glutamine

L I Trypsin-EDTA
— (0.25%)

Sekil 3.2. HEK293 hiicre hattinin yetistirilmesi (Sekil BioRender kullanilarak
olusturulmustur).

Daha sonra genin ifadesini deneysel anlamda dogrulamak iizere HEK293 hiicre
hattindan RNA izolasyonu ve cDNA sentezi yapilarak uygun primerler tasarlanmis ve
gen ifadesi kesin olarak kontrol edilmistir. FavorPrep™ Tissue RNA Mini Kit
kullanilarak {tireticinin protokoliine uygun bir sekilde RNA elde edilmistir;

Hiicreler 1~5 x108 arasinda sayilarak 4 °C'de 5 dakika boyunca 300 x g'de
santrifiijlenerek toplandi. Siipernatanti atildi.

Hiicre peletine 350 ul FARB Tamponu ve 3,5 ul 3 Merkaptoetanol eklenerek
kuvvetlice vortekslendi.

Toplama Tiipiine bir Filtre Kolonu yerlestirilerek ve numune karigimi Filtre
Kolonuna aktarildi ve 2 dakika boyunca 18.000 x g'de santrifiijlendi.

Stipernatant Toplama Tiipiinden yeni bir mikrosantrifiij tiipiine aktarildi ve
stipernatantin hacmini 6l¢iildii. Ardindan hacme gore %70 RNaz icermeyen etanol
eklendi ve vortekslenerek iyice karigtirildi.

FARB Mini Kolon Toplama Tiipiine yerlestirildi ve etanol eklenmis numune
karistmi FARB Mini Kolona aktarildi. FARB Mini Kolona 500 pl Yikama Tamponu
eklendi. 30 saniye boyunca 18.000 x g'de santrifiijlendi. Akis1 atildi ve FARB Mini
Kolonu Toplama Tiipiine tekrar takildi.
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FARB Mini Kolona 750 pl Yikama Tamponu 2 eklendi. 30 saniye boyunca
18.000 x g'de santrifiijlendi. Akist atildt ve FARB Mini Kolonu Toplama Tiipiine
tekrar takildi ve bu islem yinelendi.

Tiipler 3 dakika boyunca 18.000 x g'de santrifiijlendi. Akis1 atildi ve FARB
Mini Kolonu Toplama Tiipiine geri takildi. FARB Mini Kolonu bir Eliisyon Tiipiine
yerlestirildi.

FARB Mini Kolonunun membran merkezine 30 ~ 50 ul RNaz igermeyen
ddH20 eklendi. 1 dakika boyunca sicaklikliginda bekletildikten sonra tipler 18.000 x
g'de 30 saniye santrifiijlendi.

Elde edilen RNA'y1 -80 °C'de saklanabilir hale getirildi. Saflik ve miktarlar
nanodrop ile Olciiliip ardindan ¢alisma boyunca elde edilen RNA ve kontroliinii
saglamak tizere %1’lik agaroz jelde yiiriitiildii.

Jel i¢in; Tris-asetik asit-EDTA (TAE) tamponuna, 4 ul EtBr jel boyasi
eklenerek elektroforez tankina dokiildii. Ornekler 4 ul RNA &rnegi, 2 pul DNA jel
yiikleme boyasi (DNA Loading Dye) ile karistirilarak jele yiiklenmistir ve 120 voltta
40 dakika yiiriitiilerek UV-Jel goriintiisii sistemi ile goriintiiler elde edilmistir.
Ardindan gen ifadesini 6lgmek tizere tek iplikli RNA ¢cDNA’ya donistiiriilmistiir
(Tablo 3.6.). cDNA eldesi i¢cin BIO-RAD iScript™ c¢DNA Synthesis Kiti

kullanilmistir

Tablo 3.6. cDNA sentezi igin kullanilan bilesenler ve reaksiyon kosullar

Bilegenler Hacim | Dingii Siire Sicaklik

5x iScript Reaksiyon 4 Hazirlik 25°C 5

Karisimi

iScript Ters Transkriptaz 1 Ters 46°C 20
Transkripsiyon

Niikleaz olmayan su 12 RT inaktivasyon | 95°C 1

RNA 3 Opsiyonel 4°C SINIrsiz

Ardindan OligoAnalyzer™ Tool (https://www. idtdna.com/ pages/tools/

oligoanalyzer) kullanilarak qRT-PCR yapilmis gen ifadesi kontrol edilmistir ve 40
dongiiliik qRT-PCR reaksiyonu gerceklestirilmistir (Tablo 3.7.).
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Tablo 3.7. TIMELESS’a 6zgii primer ¢iftleri ve gen ifadesinin 6l¢iilmesine dair
reaksiyon bilesenleri/kosullar

TIMELESS a ézgii tasarlanan primer cifleri

TIM Forward CAACCAGAGGAAGGAACAGAAG
TIM Reverse TGTGCTCGGTGGCTCTCTTTAC
qRT-PCR bilesenleri

Bilesenler Hacim miktarlar:

iTag™  Universal SYBR® Green | 5 ul

Supermix (2x)

Ileri Primer (10 uM) 0.5 ul

Geri Primer (10 uM) 0.5 ul

cDNA 1 ul

Niikleaz olmayan su 3ul

Toplam Reaksiyon Hacmi 10 pl

gRT-PCR reaksiyon kosullar:

Dongii °C Stire (s)
On denatiirasyon 95 °C 30
Denatiirasyon 95°C 15
Baglama/Uzama 60 °C 30
Melting Curve Analysis 60 °C — 95 °C

3.6. Hiicre hattina gRNA1 ve gRNA2 Iceren Plazmitlerin Transfeksiyonu

Amaxa 4D-Nucleofetor Protokoliine uygun olarak gerceklestirilen
transfeksiyon siispansiyonu hazirlanmistir. Bunun i¢in V4XC-2024 kiti kullanilmastir.
Hiicreler protokole uygun bir bicimde 1x10° sayilarak 90g’de 10 dk oda sicakliginda
santrifiijlenmistir. Siipernatant tamamen c¢ikarilarak her numuneye uygun mixler
eklenerek hiicreler Nucleofector soliisyonu ile siispanse edilmistir. Olusturulan
soliisyon; 1x10° hiicre, 1 ul plasmid DNA VE SF 4D-Niicleofector X Solition
igermektedir. Elde edilen karistm Nucleocuvette damarlarina aktarilmistir ve
HEK293’e 6zgii CM-130 programi kullanilarak transfeksiyon gergeklestirilmistir.
Transfeksiyon isleminden sonra hiicreler 6nceden oda sicakligina getirilmis ortamla

yeniden siispanse edilmistir.
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3.7. T7 Endoniikleaz Testi

gCntrl ve gRNAI1/2 transfekte edilmis hiicreler, hedeflenen bdlgelerde
uygulanan indel mutasyonlarini dogrulamak i¢in T7 endoniikleaz testine tabi
tutulmustur.

Hiicreler, tripsinizasyon ve santrifiijleme ile toplanmistir. FavorPrep™
Genomic DNA Extraction Mini Kiti kullanilarak iireticinin talimatlarina goére genomik
DNA izolasyonu yapilmaistir;

Numune bir mikrosantrifiij tiipline aktarildi. Numuneye 4 ul 100 mg/ml RNaz
A eklendi ve 2 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.

Numuneye 20 pl Proteinaz K ve 200 pl FABG Tamponu eklendi ve
vortekslendi. Ornegi pargalamak igin 60 °C'de 15 dakika inkiibe edildi. inkiibasyon
sirasinda numune her 3-5 dakikada bir vortekslendi.

Numuneye 200 pl etanol (%96-100) eklendi. 10 saniye vortex ile karistirildi.
FABG Mini Kolonu Toplama Tiipiine yerlestirildi ve dikkatlice FABG Mini Kolona
aktarildi.

6.000 x g'de 1 dakika santrifiijlendi, ardindan FABG Mini Kolonu yeni bir
Toplama Tiipiine yerlestirildi.

FABG Mini Kolona 400 ul W1 Tampon eklendi ve 30 saniye boyunca tam
hizda (18.000 x g) santrifiijlendi, ardindan siipernatant atildi.

FABG Mini Kolona 750 ul Yikama Tamponu eklendi ve 30 saniye boyunca
tam hizda santrifiijlendi ardindan siipernatant atild1.

Kolonu kurutmak i¢in 3 dakika daha tam hizda santrifiijlendi. FABG Mini
Kolonu bir Eliisyon Tiipiine yerlestirildi.

FABG Mini Kolonun membran merkezine 80 pl Eliisyon Tamponu eklendi.
FABG Mini Kolonu 3 dakika bekletildi. Toplam DNA'y1 elute etmek i¢in 1 dakika
boyunca tam hizda santrifiijlendi.

T7 Endoniikleaz I (M0302) kullanilarak genom hedefleme verimliligi
belirlenmistir; Sablon olarak ~100 ng genomik DNA kullanarak verilen sicakliklarda
50 ul PCR reaksiyonu kurulmustur (Tablo 3.8.).
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Tablo 3.8. T7 endokniikleaz sirasinda kullanilan primer ¢iftleri

Ileri Primer CATGAGGATGAGACACGAGATG
Geri Primer GAGACAATGAAGGAGGGAGAAG
Primerler OligoAnalyzer™ Tool (https://www.idtdna.com/

pages/tools/oligoanalyzer) kullanilarak tasarlandi ve 40 dongilik gRT-PCR
reaksiyonu gergeklestirilmistir. Kontrol gRNA i¢in insanda ifade olmayan GFP geni
secilerek hazir temin edilmistir. PCR {iriiniiniin konsantrasyonu 200 ng olacak sekilde,
T7 endoniikleaz testine tabi tutuldu ve PCR {iriinlerini asagidaki kosullar1 kullanarak

bir termocycler i¢inde inkiibe edildi (Tablo 3.9.).

Tablo 3.9. Elde edilen DNA’larin saflik ve miktarlari, PCR reaksiyonunda kullanilan
bilesenler, miktarlar ve reaksiyon kosullar1

Bilesenler Reaksiyon hacmi

Q5 Hot Start High-Fidelity 2X Master 25 ul

Mix (M0494)

10 uM Ileri Primer 2.5 ul

10 uM Geri Primer 2.5 ul

Kalip DNA 100 ng

Nuclease-free su 50 ul'ye kadar

PCR icin gereken reaksiyon kosullar:

ADIM SICAKLIK ZAMAN

[k Denatiirasyon 98°C 30 saniye

35 dongii 98°C 5 saniye
*50-72°C 10 saniye
72°C 20 saniye

Son Uzatma 72°C 2 dakika

Tutma 4-10°C

5 ul PCR fiiriinii, amplifikasyonu dogrulamak i¢in %1.5 agaroz jel iizerinde
calistirildi. PCR driinlerine T7 Endoniikleaz 1 eklendi ve protokle uygun olarak
reaksion gergeklestirildi (Tablo 3.10.). Daha sonra 1.5 ul 0.25 M EDTA ekleyerek
reaksiyonu durduruldu. Ardindan %1,5’luk jelde yiiriitilerek indel mutasyonu

dogrulandu.


https://www.idtdna.com/%20pages/tools/oligoanalyzer
https://www.idtdna.com/%20pages/tools/oligoanalyzer
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Tablo 3.10. T7 Endoniikleaz reaksiyon bilesenleri, T7 Endoniikleaz I testi igin
hibridizasyon kosullar1

BILESENLER 19 ul baglanma reaksiyonu
DNA 200 ng
10X NEBuffer 2 2ul
Niikleazsiz Su 19 pl'ye kadar
T7 Endoniikleaz I testi igin hibridizasyon kogullari
ADIM SICAKLIK HIZ ZAMAN
Ilk Denatiirasyon | 95 °C 5 dakika
Baglanma 95-85 °C -2°C/saniye
85-25°C -0.1°C/saniye
Tutma 4°C -
Baglanmis PCR iiriinlerine T7 endoniikleaz |
BILESEN 20 ul REAKSIYON
Tavili PCR iiriinii 19 ul
T7 Endoniikleaz I (M0302) 1 ul
Inkiibasyon siiresi 15 dakika
Inkiibasyon Sicaklig 37°C

3.8. As1 ile Muamele

Deneylerde SII BCG asis1 (Hindistan Serum Enstitiisii), kullanilmistir. As,
zayiflatilmis bir canli organizma olan Mycobacterium bovis 'in, Bacillus of Calmette
ve Guerin suglarim icermektedir. Dondurularak kurutulmus BCG, tam ortam iginde
sulandirildi ve her 0,1 ml sulandirilmis BCG konsantrasyonu, iireticinin belirttigi
2x10° ila 8x10° C.F.U araligina gore tahmini ortalama 5 x 10°> C.F.U. (C.F.U.). 1 x
10° HEK293 hiicre siispansiyonu (gRNA ekspresyon plazmidi igerir), 24 oyuklu mikro
titre plakasina ekilmistir. Yirmi dort saat sonra hiicreler, 72 saat boyunca 20 ul (1.2 x
10* C.F.U) yeniden yapilandiriimis BCG asis1 ile muamele edilmistir (225). 72. saatte
dayanikli kalabilen maximum konsantrasyondaki hiicreden FavorPrep™ Tissue RNA
Mini Kit yukarida deginildigi gibi kullanilarak {ireticinin protokoliine uygun bir
sekilde RNA elde edilmistir ve ardindan BIO-RAD iScript™ cDNA Synthesis Kiti
kullanilarak gen ifadesinde kullanilmak iizere cDNA elde edilerek nanodropta

Olciilmiistiir.
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Tablo 3.11. Asilama sonucu elde edilen hiicre gruplari

Hiicre Numaralari Hiicre Gruplar

| Asili Normal HEK293

] Asis1z Normal HEK293

Il Asili Nakavt TIMELESS HEK?293

v Asisiz Nakavt TIMELESS HEK293

3.9. qRT-PCR ile Gen ifadesinin Olciilmesi Ve Istatistik Analiz

Gen ifadesini 6l¢gmek i¢cin RT2 Profiler PCR Arrays (RT? Profiler™ PCR Array
Human Innate & Adaptive Immune Responses) kullanilmistir (Tablo 3.12.). Igerigi
tipiin dibine getirmek icin RT2 SYBR® Green Mastermix (10-15 s) kisa siire
santrifiijlenmigstir. PCR bilesen karigimimi RT2 Profiler PCR Array formatina baglh
olarak yiikleme rezervuarinda hazirlanmistir (Tablo 3.14.). Asagida agiklandig1 gibi,
RT2 Profiler PCR Array formatina bagli olarak PCR karisim1 RT2 Profiler PCR Array
icine dagitilmistir. Bu ¢aligsma verilerin normalizasyonunda kullanilmak tizere 5 adet
housekeeping gen (ACTB, B2M, GAPDH, HPRT1 ve RPLPO) icermektedir. qRT-
PCR verilerinin normalizasyonu ve istatistiksel analizleri RT? Profiler PCR Array
(Qiagen, Katalog Numarasi: PAHS-052Z) iireticisinin talimatlarina uygun sekilde
yapilmistir. Bu kapsamda verilerin analizi i¢cin RT? Profiler PCR Data Analysis
(https://dataanalysis2.giagen.com/pcr)  programindan yararlanilmigtir.  Verilerin
analizi Ureticinin talimatlart dogrultusunda belirtilen sekilde 27-delta delta Ct

formulasyonu ile gergeklestirilmistir.


https://dataanalysis2.qiagen.com/pcr
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Tablo 3.13. Gen ifadesini 6lgmek i¢in kullanilan bilesenler ve qRT-PCR i¢in

kullanilan reaksiyon kosullari

Reaksiyon Bilesenleri

96°l well igin toplam hacim

2x RT2 SYBR® Green Mastermix 1350 pl

cDNA 102 pl

RNase-free water 1248 pl

Total Hacim 2700 pl

Dongii Siire Sicakhik

1 10 dk 95 °C

40 15 sn 95 °C
1dk 60 °C
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4. BULGULAR

4.1. TIMELESS Proteininin in Silico Yollarla Karakterize Edilmesi,
Tahmini Hiicre Alti Lokalizasyonunun Belirlenmesi, 3D Protein

Yapisi Ve Evrimsel Iliskileri

Bu tez calismasit kapsaminda TIMELESS proteinin karakterizasyonu ve
fizikokimyasal ozellikleri aragtirilmistir. Amino asit uzunlugu, molekiiler agirligi,
izolelektirik noktas1 (pl), kararsizlik indeksi, aliftik indeksi ve GRAVY degeri
belirlemistir (Tablo 4.1.).

Tablo 4.1. TIMELESS proteinine ait fizikokimyasal sonuglar

Amino | Molekiiler | Izolelektrik | Kararsizlik | Kararli/karasiz | Alifatik
Asit Agirhik Nokta indeksi index | GRAVY

1207 | 13.8kDa |5.26 61.93 Stabil degil 89.82 | -0.519

Genomda 12q13.3 iizerinde yer alan TIMELESS’1in Wolf Psort ¢evrimigi aract
(https://wolfpsort.hgc.jp/) kullanilarak, dngoriilen hiicre alt1 lokalizasyonu belirlenmis
ve cekirdekte lokalize oldugu tahmin edilmistir (nucl: 31.5, cyto nucl: 16.5).

- e
O T84

Sekil 4.1. TIMELESS proteinine ait tahmini lokalizasyon
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Icerdigi yapilara gére TIMELESS proteinine ait 3 boyutlu homoloji goriintiisii
elde edilmistir (Tablo 4.2). Elde edilen verilere sonucunda TIMELESS’1n helix, beta
strand ve turn icin dzellikler gdsterdigi anlasilmistir (Sekil 4.2.). Igerdigi protein
yapilart X-Ray, NMR ve EM’den elde edilerek hazirlanmis verilere dayali olarak
Alpha Fold araciligiyla uygun zincir ve pozisyonlarina ait 3 boyutlu homoloji
goriintlisii elde edilmistir (Tablo 4.2.). Sekans benzerliklerinden ¢ikarilan ve
literatiirden elde edilen deneysel c¢iktilara gore; pozisyon 1-309 bdlgesinin
homodimerizasyon, CRY 1 ve CHEK1 ile etkilesim i¢in gerekli alan, 816-954’{in DNA
baglama alani, 1000-1098’in PARP1 ile etkilesim, 1182-1199’un niikleer lokalizasyon
icin gerekli bolge oldugu geri kalanlarin ise diizensiz, polar ya da asisik/bazik kalint1
icerdigi anlagilmistir. DNA baglama alan1 (816-954 kalintilar1) hem tek sarmalli
DNA'ya (ssDNA) hem de ¢ift sarmalli DNA'ya (d&sDNA) baglanir ve G-dortlii (G4)
yapilar1 olusturan guanin bakimindan zengin DNA dizileri i¢in yiliksek afiniteye
sahiptir. DNA baglama alanin1 ve PARP1 baglama bolgesini i¢eren C-terminal alani,
G-dortli (G4) yapilart olusturan genomik guanin agisindan zengin DNA dizilerinin
kopyalanmasi i¢in gereklidir. Kalint1 1182-1199’un, farazi bir niikleer lokalizasyon
sinyali icerdigi; sirkadiyen saatin periyot uzunlugunun diizenlenmesi i¢in ise niikleer

lokalizasyonun gerekli oldugu bilinmektedir (11, 226, 227).
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Sekil 4.2. TIMELESS proteinine ait 3D yap1



Tablo 4.2. TIMELESS proteininde goriilen igerikler
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Isim Method Resolution (A)(elektron zincir Pozisyon
yogunlugu)
4AXHT X-ray 1.65 A A/B/CI/D 1000-1098
4XHU X-ray 2.09 A B/D 1000-1098
4XHW X-ray 2.85A A/B/CI/D 1000-1098
5MQI X-ray 1.85A - -
6T9Q X-ray 115 A A 883-947
6TAZ NMR - B 816-954
7PFO EM 3.20A K 1-1208
7PLO EM 2.80 A K 1-1208

Tez caligmast kapsaminda TIMELESS geninin diger sirkadiyen genlerden

farkli 6zellikleri olmasindan yola ¢ikarak peptid sekanslart kullanilmis ve oncelikle

motif, ardindan filogenetik agac elde edilerek evrimsel iligkileri incelenmistir (Sekil

4.3.). Edinilen bulgulara gore sirkadiyen genlerin filogenetik agacta 3 ana gruba

ayrildigr gortilmiistiir. TIMELESS’ 1n diger tiim genlerden farkli bir grupta bulundugu,
CRY1 ve -2’nin ayn1 grupta bulundugu, geri kalan DEC1, -2, PER1,-2, -3, BMALL, -

2 ve CLOCK ile NPAS2’nin ayn1 grupta yer aldig1 goriilmiistiir. Benzer igeriklere

sahip DEC, PER ve BMAL’nin ise ayn1 dal altinda toplandig: tespit edilmistir.
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Sekil 4.3. ML yontemi kullanilarak 1000 tekrarl sekilde olusturulan filogenetik agac

Sirkadiyen genlerde toplam 20 farkli korunmus motif tanimlanarak amino asit
dizileri Sekil 4.4.'te gosterilmistir. Motif analizi incelendiginde ise, aym1 gruplarda
bulunun alt tiirlerin benzer motif yapist igerdigi anlasilmistir. BMAL1 ve BMAL?2,
PER1 ve PER3, CRY1 ve CRY 2, DEC1 ve DEC2’nin birebir ayn1 motif icerigine
sahip oldugu anlasilmistir. Ayn1 sekilde ayni dal altinda toplanan CLOCK ve NPAS2
genin de birebir ayn1 motif i¢erigine sahip oldugu anlasilmistir. Elde edilen bulgular
filogenetik agaci dogrular niteliktedir. PER ve CRY alt ailelerinin tamaminda bulunan
Motif 7’nin ve Motif 8’in, PER3’te bulunan Motif 9’un, PER2’de bulunan Motif
17°nin, TIMELESS geninde de bulunan ortak motifler oldugu anlasilmistir.
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BMAL1 00%-197 — 1N BN

PER1 000e+0 — I EECTEEC T W [l
PER2 000e+0 — N EECTEEC (] B ] .
PER3 000e+0 — M ENCMAC T N || [ HE
CLOCK  1.42e-245 1 HININE W |

BMAL2 109187 — 1 N BN

NPAS2  5.75e-251 1 NN EE |

DEC1 8.17e-22 — L1

DEC2 1.01e-19 —EL

CRY1 0.00e+0 — [l [N T .
CRY2 0.00e+0 0N DO T N
TIMELESS  6.77e-2 | | || mm [ |

Motif Symbol Motif Consensus

RAPPJLGYLPX

[
SEREIBRRBN D OENPNAENS

[T

oK
3 QK
. [ DIQELSEQIHRLLLQPVHVSGSS

SLGSNGSQEQLVSPASSSDSNGH

Sekil 4.4. Sirkadiyen proteinlerin korunmus 20 motifine ait sematik gosterim.
Motifleri tanimlamak i¢in MEME c¢evrimigi aract kullanilmistir. Her motif
tipi farkli renkteki kutularla gosterilmistir ve kutulardaki sayilar (1-20)
motifleri ifade etmektedir. Her renkli kutunun uzunlugu ve konumu boyuta
gore Olceklendirilmis ve motif konsensiisii saglanmistir.

4.2. miRNA Hedefleme Analizi ile TIMELESS Geninin Regiilasyonu

MikroRNA'lar (miRNA'lar), kiiciikk endojen kodlamayan RNA'larin ana
sinifin1 temsil eder ve tiim insan genlerinin neredeyse ligte birini kontrol eder (228,
229). Proliferasyon, farklilagma, hayatta kalma ve apoptozda miRNA'lar i¢in temel
roller Oneren veriler biriktikce, miRNA'larin tiimérijenezde ©Snemli oldugunun
bulunmas1 ve yeni kanser tedavileri i¢in umut verici terapdtik hedefler olarak kabul
edilmesi sasirtict degildir (230). Bu tez caligmasi kapsaminda TIMELESS gen
transkriptlerine ait 52 miRNA hedefi tanimlanmistir (Sekil 4.5., EK 1).


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/microrna
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Sekil 4.5. TIMELESS’1 hedefleyen miRNA’lar

4.3. TIMELESS’a Ozgii Genom Diizenleme

Bbsl restriksiyon enzimi ile pSpCas9(BB)-2A-GFP (PX458) plazmiti 245-
267°den kesim yapilarak Sekil 4.6.’da gosterilen sekans uzaklastirildi. gRNAT ve
gRNA2 ayr1 ayr1 gRNA scaffold sekansinin 6niine yerlestirildi.
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LKO.15'
AT GCTTACCGT|
atgcttaccgtaacttgaaagtatttcgatttcttggctttatatatcttgtggaaagga

} } —+ } } } ! 240
tacgaatggcattgaactttcataaagctaaagaaccgaaatatatagaacacctttcct

U6 promoter

cgaaa:accgggtcttcgagaagaccqgttttagagctagaaatagcaagttaaaataag

t t t 1 T 1 300
gctttrtggcccagaagctcttctggicaaaatctcgatctttatcgttcaattttattc
> | I
U6 promoter
gctagtccgttatcaacttgaaaaagtggcaccgagtcggtgettttttgttttagaget
+ + + + ' + + + + + + 360

cgatcaggcaatagttgaactttttcaccgtggctcagccacgaaaaaacaaaatctcga
[ [gRNAscaffid] 3

Sekil 4.6. pSpCas9(BB)-2A-GFP (PX458) plasmidi Bbsl enzimi ile muamele
edildikten sonra kesilip uzaklastirilan sekans

gRNAL1 ve gRNA2 dizisinin plazmit i¢indeki varligt PCR {irliniin jelde
yiiriitiilmesi ile test edildi (Sekil 4.7.).

Sekil 4.7. gRNA1 ve gRNA2 sekansinin plasmid i¢ine insersiyonunun kontrol
PCR’1

PCR iiriliniiniin jelde yiiriitiilmesi ve ~260 b¢’lik bolgenin varliginin tespit

edilmesinden sonra, sekans insersiyonunun dogrulanmasi i¢in Sanger sekanslanmaistir.
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CCAGGCCTCATCATTTCTGTCTCCTGTTTCTCCACTTCCTTCTCTGTTGGTTGGTCCACTGATE
GGTCCGGAGTAGTAAAGACAGAGGACAAAGAGGTGAAGGAAGAGACAACCAACCAGGTGACTAC

I I I I I I I
15,178 15,188 15,198 15,2880 15,219 15,220 15,238

TATGGACTTGCACATGATGﬁACTGTGAACTT#TAGCEAEATGTAGTGEECTFGGGTACTTGGAG
ATACCTGAACGTGTACTACTTGACACTTGAAGATCGGTGTACATCACGGGAACCCATGAACCTC
2 4 6 8 18 12 14 16 18 20

M lilllri M M N CENENENATT c s A c NNENED

I I I I I I
15,249 15,250 15, 26@ 15,27@ 15,280 15,298

GGAGACACTTACCATAAGGAACCAGATTGCTTAGGTGAGTACCTTTTTGATGAAACAGGAAAAA
CCTCTGTGAATGGTATTCCTTGGTCTAACGAATCCACTCATGGAAMAMMCTACTTTGTCCTTTTT

22 24 26 28 3@ 32
G T H P D0 Cc I

| | | | I | |
15,308 15,318 15,320 15,338 15,348 15,350 15,368

Sekil 4.8. TIMELESS sekansinda bulunan gRNA1’in pozisyonu

AAAAAA‘AA‘llt“l‘lAAAlla‘AAAJAAA“AAAAAAAAAAA‘AAAIAAAAA‘AA‘A‘AAAAAAALAA‘AAAAA.AAA

» Y
TANGOCTAGTCC ST TTTTAGCGEGTGCACCAATTICTGCAGACAAATGGC TCTAGAGGTACCCOTTACATAACT T A CGOTAAAT

Sekil 4.9. gRNA1 sekansinin pSpCas9(BB)-2A-GFP (PX458) plasmidine istenilen
bolgeye dogru oryantasyonda klonlandigini gosteren sanger sonucu.
(kullanilan sonug: gRNA1-U6-fwd.ab ; sekansi kontrol etmek i¢in
kullanilan primer dizisi:U6 forward primer)
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:TCCCAGACTGATGGTG.#.ACTTGACﬁr.MCEAGCCTTGCTCTGTTTITGG{ZMTCTGCCTMGGA
SAGGGTCTGhCT.hCChCTTGMLCTGTGTTGGTCGGMCGhGhCMMCCGTT&GACGGATTCCT
86 88 9@ 92 96 98 8@ 182

MVEN LT FA-C-G N 1 P EEID

| I | I I |
15,758 15,768 15,770 15,780 15,790 15,888

SCCCAGCTTTCGGCACCATTTTTTGCAGGTGCTAACTTATTTGCAGGCCTACAAAGAGGTGAGG
CGGGTCGAAAGCCGTGGTAAAAAACGTCCACGATTGAATAAACGTCCGGATGTTTCTCCACTCC
1e4 1@e6 18 11 112 114 116 118 128 122

WQ_T N o ‘A NBKNE)

1 1 | T | 1 T
15,810 15,820 15,830 15,840 15,850 15,860 15,870

Sekil 4.10. TIMELESS sekansinda bulunan gRNA1’in pozisyonu

RVVNGYNAY 60/ AT W8 W SRR VY U B UM XXXYVVYYAVAVYVYYXX““"XYXVYVVXYYYYV 604 00 { b

0 ®
AsocT ot vAGAGAonAA T 5 06A AYVAA'VYG CT 6T AAACACA ANS AT ATTAGT AAAT AGGTGACGTAGAAAGT AAT AA

20 ™ Y 0 00 o 20 00
AATAAGGC TAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGTGGCACCGAGTCGGTGC TTITTTTGTTTTAGAGC TAGAAATAGCAAGTTAA

A“AAAA‘AAMAAMAAAAAAAAAAMMA‘AA‘AAAAAA.A.AA“AAAAAAAAAAAAMAAAAAAAAAAMAAAAA

%0 0 B 3% "
ANGGCTAGT CCOTTTTTA 6C6CGTGCGCCAAT T CTGCAGACAAATGGC TCTABAGGTACCCO T TACATAACTTIACGG TAA

2 @ “o 0 <o « @ a» S
TAGBCCCOCCTABOCTAGACCOCCCAACBACCCCCOCCCATTOACOGTICAATAGTAACGCCAATAGBGGGACTTTICCATTGACGTCAA

Sekil 4.11. gRNA?2 sekansinin pSpCas9(BB)-2A-GFP (PX458) plasmidine istenilen
bolgeye dogru oryantasyonda klonlandigin1 gosteren sanger sonucu.
(kullanilan sonug: gRNA3-U6-fwd.ab ; sekansi kontrol etmek igin
kullanilan primer dizisi: U6 forward primer)
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4.4. gRNA Tastyan pSpCas9(BB)-2A-GFP (PX458) Plasmidinin HEK293

Hiicre Hattina Transfeksiyonu

Indel mutasyon sonucuna goére gRNA2 tercih edilerek transfeksiyon

gergeklestirilmistir ve GFP ile kontrol saglanmistir (Sekil 4.12).

& pSpCas9(BB)-2A-GFP

9289 bp

11191010911309VIIVVI9I0VD

pSpCas9(BB)-2A-GFP
9289 bp

111910109110006V00VVOOIIVD

Transfeksiyon |

7 N

Transfeksiyon

HEK293

HEK293

b | X XX ]
. A/
‘ \ X )
TIMELESS
Gen Nakavti
7 .‘ )
24 saat = 4

inkiibasyon ® e

Sekil 4.12. Transfeksiyon sonucu TIMELESS nakavti ve GFP olusumunun sematize

edilmesi

Elde edilen bulgulara gore ilk 168 saatlik goriintiiler kaydedilmistir (Sekil

4.13.). 48. saatte as1 ile muamele gerceklestirilerek 120. saatte RNA elde edilmistir.

144 ve 168. saatlerde ise GFP goriintiisii giderek azalmis ve yok olmustur.
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¢« 48. saat

72. saat

96. saat

120. saat 144. saat 168. saat

Sekil 4.13. Transfeksiyon isleminin ardindan HEK294 hiicre hattinin ilk 168 saatlik
GFP goriintiileri. 0. saat hiicrenin ters 151k mikroskop goriintiilemeleri

(20x biiyiitme) 24. saat -168. saat floresan mikroskop goriintiilemeleri
(20x biiyiitme).

4.5. TIMELESS ve KO TIMELESS’1n Gen ifade Sonuclar

Normal ve TIMELESS nakavt HEK293 hiicre hattindan elde edilen RNA’lar
oncelikle jel iizerinde yiiriitiilmiis (Sekil 4.14.) ve cDNA’ya dontistiirmiistiir

LILJL..;U

KO KO N
Al Asiz Al A'ggz

Sekil 4.14. Asil1 ve asisiz elde edilen normal ve nakavt RNA’lara ait jel goriintiileri
(KO: nakavt, N: Normal, A’li: asili, A’s1z: asisiz
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Tablo 4.3. Asi ile muamele edilen normal ve nakavt hiicrelere ait konsantrasyon ve
saflik miktarlari. Sunulan datalar ikiser biyolojik tekrarin ortalamasin

ifade eder.
RNA RNA cDNA cDNA
Safhik Konsantrasyon | (260/280) | Konsantrasyon
Orani (ng/ nl) (ng/ nl)
(260/280)

Asili Normal 2.03 779.7 ng/ul 1.91 1242.4 ng/ul

HEK?293 — Grup |

Asis1z Normal 2.07 789.3 ng/ul 1.90 1141.4 ng/ul

HEK?293 — Grup Il

Asili Nakavt 2.10 746.5 ng/ul 1.93 1598.7 ng/ul

TIMELESS

HEK293 - Grup Il

Asisiz Nakavt 2.11 725.2 ng/ul 1.94 1634.8 ng/ul

TIMELESS

HEK?293 — Grup IV

TIMELESS’a 6zgii tasarlanan primerler araciligiyla qRT-PCR ile gen ifadeleri
Olciilmiistiir (Grup II Grup IV). Elde edilen sonuglara gore HEK293 hiicre hattinda,
housekeeping gen (ACT) ve TIMELESS geni ifade oluyorken, TIMELESS nakavt
edilmis hiicre hattinda ACT ifade oluyorken TIMELESS’a iat gen ifadesi

gozlenmeyerek genin susturuldugu kanitlanmistir (Sekil 4.15.).
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Sekil 4.15. HEK293 hiicre hattindan izole edilen TIMELESS ve

nakavtTIMELESS’in qRT-PCR gen ifade sonuglari. 14,21-14,26 normal
HEK293 hiicrelerine ait ACT geni (Grup II), 17,15-17,26 TIMELESS
nakavt HEK293 hiicrelerine ait ACT geni (Grup 1V), 24,06-24,17 normal
HEK293 hiicrelerine ait TIMELESS geni (Grup II), KO ile gosterilen ise
TIMELESS nakavt HEK293 hiicrelerine (Grup IV) ait gen ifade
sonuglari

4.6. TIMELESS Nakavt Mutantlarinin Tanmimlanmasi icin Indel Tespiti

Izole edilen genomik DNA'nin safligi ve miktar1 nanodrop ile élgiilerek T7

testine tabi tutulmus ve jel lizerinde yiiriitiilmistiir (Tablo 4.4., Sekil 4.16.).

Tablo 4.4. izole edilen DNAlara ait saflik ve miktarlar

fsim (ZG%ES?k”m) Miktar (ng/pl)
gRNAL 1.92 138.2
gRNA2Z 1.92 163.1
gKont 1.93 154.4
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gRNA1 gRNA2 gRNA kont

+| -+ | -+ -

Sekil 4.16. indel sonucunda elde edilen bant griintiileri (+): T7 igeren (-): T7
icermeyen, kontrol

4.7. TIMELESS nakavt hiicrelerin BCG Asisina Kars1 Gosterdigi

Bagisiklik Yanitimin Gen ifadesi Diizeyinde Incelenmesi

BCG asisia karsin bagisiklik yanitinda TIMELESS geninin nakavt edilmesi
ile olusan fonksiyonel bilgileri edinebilmek {izere qRT-PCR teknolojisinden

faydalanilmistir. Gen ifadesinin degerlendirildigi yolaklar asagida verilmistir;
Dogustan Gelen Bagsiklik Genleri:

Kalip tanima reseptorleri: (PRRS)DDX58, NLRP3, NOD1 (CARD4), NOD2,
TLR1, TLR2, TLR3, TLR4, TLR5, TLR6, TLR7, TLR8, TLRO.

Sitokinler: CCL2 (MCP-1), CCL5 (RANTES), CSF2 (GM-CSF),
CXCL10 (INP10), CXCLS8 (IL8), IFNAL, IFNB1, IL18, IL1A, IL1B, IL2, TNF.

Diger Dogustan Bagisiklik Genleri: APCS, C3, CASP1 (ICE), CD14, CD4,
CD40 (TNFRSF5), CD40LG, CD8A, CRP, HLA-A, HLA-E, IL1R1, IRAKL, IRF3,
IRF7, ITGAM, LY96 (MD-2), LYZ, MAPK1 (ERK2), MAPKS8 (JNK1), MBL2,
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MPO, MX1, MYD88, NFKB1, NFKBIA (IkBa, MAD3), STAT1, TICAM1 (TRIF),
TRAFG.

Adaptif Bagisiklik Genleri :

Thl Belirte¢leri ve Bagisiklik Yanii: CCR5, CD80, CXCR3, IFNG, IL18,
IL23A, SLC11A1, STAT4, TBX21, TLR4, TLR6.

Th2 Belirtegleri ve Bagisiklik Yamiti: CCR4, CCR8, CD86, GATAS, IFNB1,
IL10, IL13, IL18, IL4, IL5, IL6, NOD2, STATS6.

Th17 Isaretleyicileri: CCR6, IL17A, RORC, STATS3.

Treg Isaretleyicileri: CCR4, CCR8, FOXP3, IL10.

T-Hiicre Aktivasyon Genleri: CD80, CD86, ICAM1, IFNG, IL23A, IL6,
SLC11A1.

Sitokinler: CCL2 (MCP-1), CCL5 (RANTES), CSF2 (GM-CSF),
CXCL10 (INP10), CXCLS8 (IL8), IFNA1, IFNG, IL10, IL13, IL17A, 1L18, IL2,
IL23A, IL4, IL5, IL6, TNF.

Diger Adaptif Bagisiklik Genleri: CD4, CD40 (TNFRSF5), CD40LG, CD8A,
CRP, FASLG (TNFSF6), HLA-A, IFNAR1, IFNGR1, IL1B, IL1R1, IRF3, IRF7,
ITGAM, JAK2, MAPKS8 (JNK1), MBL2, MX1, NFKB1, RAG1, STATL.

Yapilan qRT-PCR analizlerinin sonucunda normal hiicreler — Grup 1 / Grup Il
(TIMELESS nakavt edilmemis) {izerinde BCG asisinin karsilastirilmasi yapilmistir
(Ek 2). Analiz sonuglarma gore gen ifadelerinin tamaminda asilama sonrasi artig
saptanmistir (Sekil 4.17). Heat-map haritas1 tizerinde genlerin yerlesimi Tablo 3.12
tizerinde verilmistir. 10 kat ve lizeri artis saptanan genler ise; CDSA, IFNBI1, IRF7°dir.
Istatistiksel olarak anlamli artislarin yasandigi genlerin tamamu ise adaptif bagigiklik

genleri olarak nitelendirilmektedir.



69

=

m

(o]

o

m

m

@

01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12

Sekil 4.17. HEK293 hiicre hatti iizerinde BCG asisinin dogustan gelen ve kazanilmig
bagisiklik sistemine ait ifadesi artan veya azalan genlerin degisim
profilinin gosterildigi Heat Map (1s1 haritasi). Mavi renkten kirmizi renge
gen ifadesi artis1 sz konusudur. (Grup I — Grup Il). Veriler ortalama +
SD olarak hesaplanmistir. p < 0.05.

Asili normal hiicreler (Grup I) ve asili TIMELESS nakavt hiicreler (Grup I1I)
arasinda gen ifade analizleri gergeklestirilmistir (Sekil 4.18). Sonuglara gore ise CD40,
CDA40LG, FOXP3, SLC11A1 genleri disinda nakavt olmus hiicrelerin tamaminin gen
ifadesinde azalma oldugu tespit edilmistir (EK 3). Bu genlerin tamami ise adaptif
bagisiklik genleri grubunda yer almaktadir. Heat-map haritasi {izerinde genlerin

yerlesimi Tablo 3.12 {izerinde verilmistir.
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Sekil 4.18. Asili normal hiicreler ve asili nakavt hiicreler arasinda BCG asisinin
dogustan gelen ve kazanilmis bagisiklik sistemine ait ifadesi artan veya
azalan genlerin degisim profilinin gosterildigi Heat Map (1s1 haritasi).
(Mavi renkten kirmizi renge gen ifadesi artist s6z konusudur) (Grup I —
Grup ). Veriler ortalama + SD olarak hesaplanmustir. p < 0.05.
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Asilanmis ve agilanmamig TIMELESS nakavt hiicre hatlar arasinda incelenen
genlerin tamaminda asilama sonrasinda gen ifadelerinin artis gosterdigi anlagilmistir
(Sekil 4. 19). En yiiksek katsayr artisinin ise SLC11A1 geninde meydana geldigi
anlasilmistir (EK 4).

Sekil 4.19. Asili nakavt ve asisiz nakavt hiicre hatti lizerinde BCG asisinin dogustan
gelen ve kazanilmig bagisiklik sistemine ait ifadesi artan veya azalan
genlerin degisim profilinin gosterildigi Heat Map (1s1 haritasi). (Mavi
renkten kirmizi renge gen ifadesi artig1 s6z konusudur) (Grup III — Grup
IV). Veriler ortalama + SD olarak hesaplanmistir. p < 0.05.

5. TARTISMA

Tez caligmas1 kapsaminda oncelikli olarak TIMELESS ve diger sirkadiyen
genler arasindaki iliski incelenmistir. Yapilan motif analizi ve filogenetik analizler
sonucunda elde edilen bulgular, literatiir ile uyumlu olarak TIMELESS'm evrimsel
iligkilerinin dogru bir sekilde belirlendigini gostermektedir. TIMELESS’in CRY
genleri ve PER genleri ile etkilesimde oldugu ve bu etkilesimler sonucunda sirkadiyen
gen olarak kabul edildigi bilinmektedir (91). Bu dogrultuda TIMELESS, CRY ve PER
genlerinin ortak motif barindirdig: tespit edilmistir. Filogenetik agacta ayni dal altinda
bulunan ve aralarinda heterodimerler olustugu bilinen CLOCK ve NPAS2 genlerinin
de benzer sekilde ayn1 motif igerigine sahip oldugu anlagilmistir (106). Ayni alt aileler
filogenetik analizlerde ayni dallar altinda bulunurken TIMELESS’in bagimsiz bir
dalda oldugu tespit edilmistir. TIMELESS’in DNA replikasyonunun kontrolii ve DNA

onariminda sirkadiyen olmayan Ozellikler barindirmasi bu farkliligi destekler
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niteliktedir (25- 31).

Tez caligmasi kapsaminda TIMELESS genini hedefleyen miRNA'lar analiz
edilmistir. Analiz sonuglarina gére 52 miRNA tespit edilmistir. Genom onarimindaki
rolii nedeniyle, mTIM diizensizliginin bir¢ok kanser tiiriinde yaygin olarak bulundugu
bilinmektedir. Bu dogrultuda elde edilen bulgulara gore tiim miRNA’larin kanserle
iliskili oldugu anlagilmigtir (104).

TIMELESS’1 hedefleyen 52 miRNA arasindan tespit edilen miR-6740, miR-
555, miR-6516-3p, miR-335, miR-200, miR-4261, miR-4496, miR-146, miR-147,
miR-5584, miR-4666 {izerinde yapilan g¢alismalar incelendiginde TIMELESS’in
bagisiklik ve enfeksiyonlarla iliskilendirilmis c¢esitli miRNA’lar tarafindan
hedeflendigi in silico olarak tespit edilmistir. Pepe vd. (2022) tarafindan insanlarda
SARS genomlarinin potansiyel miRNA etkilerini degerlendiren bir ¢alismada miR-
6740 ekspresyonunun hastalik siddeti ile iliskili oldugu belirlenmistir (378). Shim vd.
(2016) tarafindan yapilan bir ¢alismada miR-555"in polioviriise kars1 gii¢lii antiviral
ozelliklere sahip oldugunu bildirmistir (379). Duan vd. (2020) tarafindan yapilan
calismada, IBV (infectious bronchitis virus) ile enfekte gruplarda miR-6516-3p
ekspresyonunun arttig1 tespit edilmistir (380). Duecker vd. (2022) tarafindan yapilan
calismada PiBO’nun (post-enfeksiydz bronsiolit obliterans) inflamasyon ve fibrozisin
diizenlenmesinden sorumlu yollar1 etkileyen miRNA ekspresyon profilleri ortaya
cikarilarak miR-335’in biyobelirtegler arasina girdigi saptanmistir (231). Guan vd.
(2018) tarafindan yapilan bir bagka ¢alismada miR-200 ailesinin CD8 * T hiicrelerini
diizenlemede etkili oldugu ortaya konmustur (232). miR-200'in ayrica, timor
endotelyal ve kanser hiicreleri tarafindan salgilanan interlokin-8 ve CXCLUI'i
hedefleyerek dogrudan ve dolayli mekanizmalar yoluyla anjiyogenezi inhibe ettigi
bilinmektedir (233). Zhou vd. (2018) tarafindan yapilan bir ¢alismada miR-4496’nin
bakteriyel enfeksiyonda  bagisikligt  ve  inflamatuar  yanitlar1  yeniden
sekillendirebilecegi ortaya konmustur (234).miR-147'nin koroner aterojenez ve
inflamatuar bagirsak hastalig1 ile korele oldugu ve TLR-4 araciligiyla makrofaj
fonksiyonlarmi ve inflamasyonu modiile ettigi gosterilmistir. Degisen miR-147
seviyesi, bulasici hastalik, kanser, kardiyovaskiiler hastalik, ndrodejeneratif bozukluk
vb. dahil olmak iizere gesitli insan hastaliklarinda gosterilmistir (235). miR-5584’iin
mide kanserinde bagisiklikla iligkili mRNA diizenleyici aginin bir parcast oldugu
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bilinmektedir (236). miR-4666’nin ise TGF-B/Smad hedefleme yoluyla kolorektal
kanser hiicrelerini sinerjik olarak bastirdigi bilinmektedir (237). Hem patojenik
enfeksiyonlara hem de patojenik olmayan inflamasyona karsi dogustan gelen
bagisiklik tepkilerinin diizenlenmesinde ise miR-146’nin rol oynadig bilinmektedir
(238). Wang vd. (2014) tarafindan yapilan bir ¢alisma miR-146a’nin IRAK1’i
hedefleyerek modiile ettigi bilinmektedir (239). Calismamiz dogrultusunda
edindigimiz bilgilere gére miR-146a TIMELESS genini de hedefleyen miRNA’lar
arasindadir. Islevi bozulan TIMELESS geni sonrasinda miR-146A’nin IRAK1’in
regiilasyonunu diizenleyerek daha fazla ifade gOstermesini saglayabilecegi
diistinilmektedir. Jiao vd. (2017) tarafindan yapilan c¢alismaya gére miR-4261'in
kolorektal kanserde asir1 eksprese edildigi ortaya konmustur. Ayrica, miR-4261'in agirt
ekspresyonunun hiicre proliferasyonunu artirabildigi ve hiicre dongiistiniin G1/S faz
gecisi ve HCT116 ve HT29 hiicrelerinde hiicre gogiinii tesvik ettigi belirlenmistir
(240). TIMELESS’1nda benzer sekilde hiicre dongiisii ile iligkili oldugu bilinmektedir
(92).

Normal HEK293 hiicrelerinin asilanmasi sonrasit gen ifadesi diizeyleri
incelenmistir (Grup I — Grup II). 84 dogustan gelen ve adaptif bagisiklik geni arasindan
CDB8A gen ifadesinde istatistiksel olarak anlamli bir artig oldugu saptanmigtir. CDSA
genleri bagisiklik yanitinda temel bir rol oynayan ve hem dis hem de i¢ saldirilara karsi
yanitlarda ¢oklu iglevlere hizmet eden biitiinlesik zar glikoproteinidir (241). CD8A, T-
hiicrelerinde, oncelikle MHC smif I molekiil: peptit kompleksi i¢in bir yardimci
reseptor olarak iglev goriir (241). Kwon vd. (2022) tarafindan yapilan bir ¢alismada
bir kronik tiiberkiiloz modelinde BCG ile karsilastirildiginda artan bellek CD8 + T
hiicresi ile iliskili immiinojenisite degerlendirilmistir. Calisma neticesinde T hiicresi
analizi igin CD8A varligi saptanmistir (242). CD8A ile aynt anda MHC’ler ile
etkilesime giren  APCS'nin  BCG  yolaginda  bagisikhik  yanitimin
baslatilmasi/modiilasyonunda yer aldig1 bilinmektedir. Benzer sekilde bu tez
calismasindan elde edinilen bulgular neticesinde de APCS geninde istatistiksel olarak
anlamli bir artis saptanmistir (243). BCG asilamasi ile birlikte ayrica RAG1 gen
ekpresyon seviyesinin 2 kattan fazla artti@i saptanmistir. Vazquez vd. (2022)
tarafindan yapilan bir ¢alismada da; RAGI1 eksikligi olan insanlarda Kawasaki
hastaligi (KD), ¢ocuklarda ¢oklu sistem inflamatuar sendromu (MIS-C) dahil olmak


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/cell-proliferation
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tizere ¢esitli otoimmiin ve inflamatuar hastaliklarin ve siddetli COVID-19 formlarinin
gelistigi ortaya konmustur (244). Bu tez c¢alismasinda BCG asilamasi sonrasinda
normal hiicrelerde SLC11A1 geninin ifadesinde istatistiksel olarak anlamli bir artig
saptanmistir. SLC11A1 iizerinde Zheng vd. (2022) tarafindan yapilan bir bagka
calismada ise agir SARS-CoV-2 hastalarindan alinan nétrofillerde SLC11A1in diisiik
eksprese oldugu belirlenmistir (245). Calismamizdan edindigimiz verilere gore;
CXCL-8’in gen ifadesinde istatistiksel olarak anlamli bir artis saptanmistir. Hamldar
vd. (2022) tarafindan yapilan bir calismada COVID-19 hastalarinda enflamasyonla
iligkili genlerin ekspresyonunun incelendigi bir ¢calismada CXCL-8’in secilen diger
tim genlerden daha yiiksek mRNA seviyesi gosterdigi belirlenmistir (246).
Calismamizdan edindigimiz verilere gore benzer sekilde IL-4 geni iizerinde
istatistiksel olarak anlamli bir artis saptanmistir. IL-4’{in alerji, astim aracilar1 ve CD4
T-yardimer (Thz) bagisikliginin diizenleyicileri oldugu bilinmektedir (247). ICAM-
1'in TNF-alfa, tarafindan uyarildigi bilinmektedir (248). Calismadan edinilen
bulgulara gore her iki genin de ifade seviyesinde paralel bir artis saptanmistir.
Calismamiz kapsaminda IL10 gen ifadesi seviyesinde BCG asilamasi sonrasi
istatistiksel olarak anlamli bir artig goriilmiistiir. Montero-Blay vd. (2023) tarafindan
yapilan  bir  c¢alismada  IL-10’un Pseudomonas aeruginosa akciger
enfeksiyonu tizerinde giiglii bir anti-inflamatuar etkiye sahip oldugu anlasilmistir
(249). Calismamizda IL5 {izerinde istatistiksel olarak anlamli bir artis saptanmuistir.
Maglio vd. (2023) tarafindan yapilan bir ¢aligmada IL5/IL5r'yi hedefleyen biyolojik
ilaglarn neden oldugu astim remisyonlarinin etkinligi dogrulanmistir (250).
Calismamizda asilama sonrasi IL6 miktarinda istatistiksel olarak anlamli bir artis
goriilmistiir. COVID-19 pandemisi sirasinda, IL6 reseptorleri iizerine yapilan
calismalarin az hastaneye yatis ve az siddetli COVID-19 ile paralel oldugu
anlasilmistir (251). Calismamizda IL13 iizerinde istatistiksel olarak anlamli bir artig
saptanmistir. Finan vd. (2008) tarafindan yapilan bir ¢alismada ise bebekler iizerinde
Bacillus Calmette-Guerin (BCG) asisina karsi bagisiklik tepkileri incelenmis olup,
IL13 seviyelerinin arttig1 tespit edilmistir (252). TLR'lar (Toll benzeri reseptorler),
bagisiklik sistemi tarafindan taninan molekiillerdir ve enfeksiyonlara kars1 savunma
yanitinin baglatilmasinda 6nemli bir rol oynarlar. BCG asis1, TLR'larin aktivasyonunu

artirarak bagisiklik sistemini uyarmaya yardimer olur ve bu da enfeksiyonlara karsi
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koruma saglayabilir. Ayrica, TLR gen ailesi, BCG asisinin etkinligi ile de ilgilidir.
Bazi caligmalar, BCG asisinin etkinliginin, kisilerin TLR gen varyasyonlarina baglh
olarak degisebilecegini gostermektedir (253). Calismamiz kapsaminda TLR ailesinin
tamaminda artis gozlenirken TLR1 TLR2 TLR4 TLRS TLR6 TLR7 ve TLR9’da
istatistiksel olarak anlamli bir artis saptanmigtir. TLR genleri, HIV enfeksiyonu da
dahil olmak iizere enflamatuar ve bulasici hastaliklara karsi degisen duyarlilikla
baglantili birka¢ tek niikleotit polimorfizmi (SNP'ler) igerir (254). Yapilan
caligmalarin sonucunda, TLR4 geni i¢inde SNP bulunduran insanlarda bulasici
hastalik oranlarmin daha yiiksek oldugu tespit edilmistir (255). TLR9'un, rahim agzi
kanseri, HPV ve konakg1 bagisiklik tepkisi arasindaki etkilesimler gibi ¢esitli kanser
tiirlerinin ilerlemesiyle iliskili oldugu bilinmektedir (256, 257).

TIMELESS geninin fonksiyonlarini incelemek lizere asili normal ve asili
TIMELESS nakavt hiicreler (Grup I — Grup III) arasindaki ifade profillerinin
incelenmesi neticesinde ise CD40, TLR4, FOXP3 ve SLCI1A geni disinda tiim
genlerin ifade seviyesinde azalma s6z konusudur;

CD40 geninin promotor bdlgesinde, sirkadiyen ritimlerin kontroliinde 6nemli
bir rol oynayan CLOCK geni tarafindan hedeflenen cis-regiilatér bdolgeler
kesfedilmistir. Ayrica, CD40 sinyalizasyonunun, sirkadiyen ritimlerin uygun isleyisi
igin gerekli oldugu one stirilmistiir (258).

Dogustan gelen ve edinilmis bagisiklik sisteminin hiicresel bilesenlerinin
giinliik salinimlar gosterdigi bilinmektedir. Bir B hiicresi ayni antijenle karsilasmissa,
B hiicrelerinin immiinoglobiilin salgilayan plazma hiicrelerine doniisiimiinii saglayan
T hiicresine bagli B hiicresi aktivasyonu (CD40-CD40 ligand etkilesimi yoluyla)
meydana gelebilir (259). Kumar vd. (2022) tarafindan sirkadiyen saatin
endokannabinoid sinyalinin rolii arastirildigir bir calismada CD40 reseptoriiniin
ekspresyonunda ve sinyallenmesinde etkili oldugu anlasilmistir (260). Dolayisiyla
bulgular CD40’1n sirkadiyen saatin TIMELESS disinda diger genler ile iliskili oldugu
yoniinde olabilir. Mendez-Samperio (2001) tarafindan BCG sonucunda CD40 ligand
ekspresyonunun incelendigi bir ¢alismada BCG stimiilasyonu sonucunda, CD4+ T
hiicreleri tlizerinde 6nemli miktarda CD40L ekspresyonu ortaya ¢iktigr goriilmiistiir
(261). SLC11A1'in insanda bulasici ve otoimmiin hastaliklara duyarliligi kontrol ettigi
bilinmektedir (262). Alm vd. (2002) yapilan galismada BCG asis1 ve SLC11A1



75

genlerinin iligkili oldugu ve BCG’ye kars1 hiicre i¢i makrofaj patojenine yanit1 kontrol
eden elemanlardan biri oldugu ortaya konmustur. Ek olarak BCG'nin ciizzama karsi
korumadaki etkinliginin SLC11A1'deki polimorfizmle iliskili oldugu bilinmektedir.
SLC11A1l'in genomik bolgesindeki polimorfizm(ler)i sonucunda altta yatan
immiinolojik mekanizmay1 dogrulamak icin daha fazla ¢alismanin gerekli oldugu
vurgulanmistir  (263). SLC11A1 CXC kemokin KC, interlokin 1 (IL-1p),
indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS), major histokompatibilite kompleksi (MHC)
siif II molekiilleri, timdr nekrozu dahil olmak {izere makrofaj aktivasyonu iizerinde
bircok pleiotropik etkiye sahiptir (264, 265). Bu caligmanin sonuglari, nakavt
TIMELESS hiicrelerindeki anormal SLC11A1 artis mekanizmasinin TIMELESS'in
yant sira diger sinyal aglartyla iliskili olabilecegini gostermektedir. TLR4, immiin
yanitin baslatilmasi ve regiilasyonunda énemli bir rol oynayan bir yiizey reseptoriidiir.
Bazi ¢aligmalar, TLR4 geninin promotor bdlgesinde sirkadiyen ritimlerin kontroliinde
onemli bir rol oynayan CLOCK geni tarafindan hedeflenen cis-regiilator bolgeler
oldugunu ortaya koymustur. Ayrica, TLR4 sinyalizasyonunun sirkadiyen ritimlerin
uygun igleyisi igin gerekliligi one siiriilmiistiir (266). Sun vd. (2022) tarafindan yapilan
bir ¢alismada sirkadiyen ritim bozukluklarinin, TLR4'ii diizenleyerek makrofajlarin
lipit alimin ve sitokin salgilanmasini tegvik ettigini ve makrofajlarin parakrin etkisi
yoluyla VSMC gogiinii ve proliferasyonunu arttirdigi ortaya konmustur (267).
Heldwein vd. (2003), tarafindan yapilan ¢alismada BCG'ye kars1 normal bir Thl
yanitinin gelistirilmesi i¢in  TLR4’tin gerekli oldugu ve BCG'ye karst adaptif
bagisikligi diizenledigi tespit edilmistir (268).

FoxP3, regiilator T hiicrelerinin (Treg) gelisimi ve fonksiyonunda kritik bir rol
oynayan bir transkripsiyon faktoriidiir. Sirkadiyen ritimler ise bir¢ok biyolojik stirecte
onemli bir rol oynayan i¢ saat sistemleridir. Bir ¢alismada, FoxP3 geninin promotor
bolgesinde CLOCK ve BMALI gibi sirkadiyen ritimlerin kontroliinde énemli bir rol
oynayan genler tarafindan hedeflenen cis-regiilatér bolgeler kesfedilmistir ve FoxP3
geninin sirkadiyen ritimler tarafindan diizenlenen bir gen oldugunu gosterilmistir.
Benzer sekilde, baska bir caligmada, Treg hiicrelerinin sirkadiyen ritimlerinin oldugu
ve Treg hiicrelerinin fonksiyonunun sirkadiyen ritimlerin regiilasyonu tarafindan
diizenlendigi ve bu hiicrelerin aktivitesinin sirkadiyen ritimlere bagli olarak degistigi

One siiriilmustiir (266). He vd. (2010) tarafindan yapilan bir ¢alismada sirkadiyen gen
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Amtl2’nin  (BMAL2) asir1 ekspresyonunun FoxP3’tin ifadesini arttirdigini
gosterilmistir (269). Hanekom vd. (2006) tarafindan yapilan bir ¢alismada dogumda
BCG ile asilanmis 10 haftalik bebeklerden alinan tam kanlar iizerinde FoxP3
ifadesinin bu verileri ile benzer sekilde arttig1 goriilmistiir (270). Tiim tez galismasi
bulgular1 ve literatiir bilgileri 1s18inda TLR4, FOXP3, CD40 ve SLC11A genlerinin
nakavt TIMELESS hiicrelerinde BCG asisina karst normalde oldugundan daha fazla
ekspresyon gosterdigi anlasilmistir.

Calisma kapsaminda Grup III — Grup IV arasinda bir karsilastirma yapilarak
TIMELESS nakavt hiicre hatlarinin BCG asisina karst gen ifadesi degerleri
karsilastirilmistir; Asilama sonrasi en yiiksek katsayi artiginin ise SLC11A1 geninde
meydana geldigi tespit edilmistir. SLC11A1l, demir metabolizmasi ve bagisiklik
sistemi ile iliskili bir gen olup, Mycobacterium tuberculosis gibi mikroorganizmalarin
tiremesi ve yayilmasini engelleyen bir protein olan NRAMP1'i kodlar. Bazi
arastirmalar, BCG agisinin SLCI11A1 geni ile iliskili oldugunu gostermektedir. Bu
caligmalar, BCG agisinin SLC11A1 genindeki bazi varyantlarla etkilesime girerek
bagisiklik sisteminin tepkisini artirabilecegini ve TB enfeksiyonunun dnlenmesinde
daha etkili olabilecegini 6ne siirmektedir (271, 272). Thye vd. (2009) tarafindan Bat1
Afrika'da yasayan insanlar {izerinde yapilan genetik bir calismada, SLCI11Al
genindeki bazi varyantlarin TB hastaligina olan duyarliligi artirdigr bulunmustur

(273).
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6. SONUC VE ONERILER

Hiicre dongiisii ve DNA onarimininda islevi oldugu bilinen TIMELESS 1n tez
calismasindan elde edilen veriler neticesinde ¢esitli biyolojik siireglerde de 6nemli bir
rol oynadigi tespit edilmistir. In silico araglar kullanilarak yapilan arastirmalar
neticesinde TIMELESS’in kanser ve bagisiklikla iligskili miRNA'lar tarafindan
diizenlenebilecegi belirlenmistir. Ayrica, TIMELESS, CRY ve PER genleri arasindaki
etkilesimlerin ve ortak motiflerin belirlenmesi, sirkadiyen ritimlerin molekiiler
mekanizmalarinin anlasilmasina yardimei olabilecek niteliktedir. ilerleyen ¢alismalar
neticesinde diger diizenleyici mekanizmalarin (6rnegin, transkripsiyon faktorleri) rolii
hakkinda bilgi saglanarak, TIMELESS’1n kanser gelisimi ve ilerlemesi lizerine daha
ayrintili arastirmalar yapilabilir.

Bu calismanin sonuglari, BCG asisinin  insan hiicrelerindeki gen
ekspresyonlarini nasil etkiledigine dair yeni ve 6nemli bilgiler saglamistir. Elde edilen
veriler BCG agisimin immiin yaniti nasil modiile etti§imizi daha iyi anlamamiza
yardimci olabilir. Bu bilgiler, BCG asisinin bagisiklik sistemi tizerindeki etkisini daha
iyl anlamamiza ve potansiyel olarak farkli hastaliklarin tedavisinde kullanilmasina
yardimci olabilir. BCG asisinin  farkli hastaliklarin  tedavisindeki potansiyel
kullanimini incelemek i¢in daha fazla arastirma yapilabilir. Ayrica, ¢alisma sonuglari,
diger asilar veya immiin modiilatérlerin immiin yanit lizerindeki etkilerini daha 1yi
anlamamiza yardimc1 olmaktadir. Bu ¢aligma, TIMELESS geninin bagisiklik sistemi
tizerindeki etkisini degerlendiren Onemli bir arastirmadir. Sonuglar, TIMELESS
geninin bagisiklik sistemi lizerine gen ekspresyonunu diizenleyebilecegini ve BCG
asisinin bagisiklik yanmitimm modiile etmek i¢cin TIMELESS geninin gerekliligini
gostermistir. Bu bilgiler, TIMELESS geninin bagisiklik sistemi tizerindeki etkilerini
daha kapsamli bir sekilde incelememize ve farkli hastaliklarin tedavisinde
kullanilabilirligini  degerlendirmemize yardimec1 olabilir. TIMELESS geninin
hastaliklar {izerine molekiiler mekanizmalarinin daha 1yi anlagilmasi veya biyobelirteg
olarak kullanilmas: iizerine katki saglayabilir ancak bunun i¢in daha fazla klinik
calisma yapilmast gerekebilir. Ayrica, calisma sonuglari, diger sirkadiyen genlerin

bagisiklik sistemi lizerindeki etkilerini de yorumlamamiza yardimer olabilir.
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8. EKLER

EK 1. TIMELESS genini hedefleyen miRNA’lar

hsa-miR-520g-5p
hsa-miR-6516-5p
hsa-miR-4496
hsa-miR-4774-5p
hsa-miR-4494
hsa-miR-4261
hsa-miR-12115
hsa-miR-3192-5p
hsa-miR-147b-5p
hsa-miR-6879-3p
hsa-miR-4505
hsa-miR-5787
hsa-miR-4499
hsa-miR-6740-3p
hsa-miR-200a-5p
hsa-miR-200b-5p
hsa-miR-3182
hsa-miR-335-5p
hsa-miR-501-3p
hsa-miR-502-3p
hsa-miR-7151-5p
hsa-miR-767-5p
hsa-miR-3160-3p
hsa-miR-4747-5p
hsa-miR-6848-3p
hsa-miR-218-1-3p
hsa-miR-6878-5p
hsa-miR-6843-3p
hsa-miR-6778-3p

5' - ucuagaggaagcacuuucuguuu - 3' (uzunluk = 23)
5' - uuugcaguaacaggugugagca - 3' (uzunluk = 22)
5' - gaggaaacugaagcugagaggg - 3' (uzunluk = 22)
5' - ucugguauguaguagguaauaa - 3' (uzunluk = 22)
5' - ccagacuguggcugaccagagg - 3' (uzunluk = 22)
5' - aggaaacagggaccca - 3' (uzunluk = 16)

5' - uaguggagcugggaggcageucgg - 3' (uzunluk = 24)
5' - ucugggagguuguagcaguggaa - 3' (uzunluk = 23)
5' - uggaaacauuucugcacaaacu - 3' (uzunluk = 22)
5' - ugucacccgcuccuugccecag - 3' (uzunluk = 21

5' - aggcugggceugggacgga - 3' (uzunluk = 18)

5' - gggcuggggcgeggggaggu - 3' (uzunluk = 20)

5' - aagacugagaggaggga - 3' (uzunluk = 17)

5' - ugucuucucuccucccaaacag - 3' (uzunluk = 22)
5' - caucuuaccggacagugcugga - 3' (uzunluk = 22)
5' - caucuuacugggcagcauugga - 3' (uzunluk = 22)
5' - gcuucuguaguguaguc - 3' (uzunluk = 17)

5' - ucaagagcaauaacgaaaaaugu - 3' (uzunluk = 23)
5' - aaugcacccgggcaaggauucu - 3' (uzunluk = 22)
5' - aaugcaccugggcaaggauuca - 3' (uzunluk = 22)
5' - gauccaucucugccuguauuggc - 3' (uzunluk = 23)
5' - ugcaccaugguugucugagcaug - 3' (uzunluk = 23)
5' - agagcugagacuagaaagccca - 3' (uzunluk = 22)
5' - agggaaggaggcuuggucuuag - 3' (uzunluk = 22)
5' - guggucucuuggcccccag - 3' (uzunluk = 19)

5' - augguuccgucaagcaccaugg - 3' (uzunluk = 22)
5' - agggagaaagcuagaagcugaag - 3' (uzunluk = 23)
5' - auggucuccuguucucugcag - 3' (uzunluk = 21)
5' - ugccucccugacauuccacag - 3' (uzunluk = 21)
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hsa-miR-6857-3p
hsa-miR-6828-5p
hsa-miR-1229-3p
hsa-miR-5584-5p
hsa-miR-555
hsa-miR-2355-3p
hsa-miR-4666a-5p
hsa-miR-4731-5p
hsa-miR-501-5p
hsa-miR-141-5p
hsa-miR-5196-5p
hsa-miR-2681-5p
hsa-miR-3160-5p
hsa-miR-148a-5p
hsa-miR-4297
hsa-miR-146a-5p
hsa-miR-7153-5p
hsa-miR-301a-5p
hsa-miR-7853-5p
hsa-miR-105-5p
hsa-miR-3605-5p
hsa-miR-301b-5p
hsa-miR-146b-5p

5' - ugacugagcuucuccccacag - 3' (uzunluk = 21)

5' - aggaagcaagagaacccugugg - 3' (uzunluk = 22)
5' - cucucaccacugcccucccacag - 3' (uzunluk = 23)
5' - cagggaaaugggaagaacuaga - 3' (uzunluk = 22)
5' - aggguaagcugaaccucugau - 3' (uzunluk = 21)

5' - auuguccuugcuguuuggagau - 3' (uzunluk = 22)
5' - auacaugucagauuguaugcc - 3' (uzunluk = 21

5' - ugcugggggccacaugagugug - 3' (uzunluk = 22)
5' - aauccuuugucccugggugaga - 3' (uzunluk = 22)
5' - caucuuccaguacaguguugga - 3' (uzunluk = 22)
5' - agggaaggggacgaggguuggg - 3' (uzunluk = 22)
5' - guuuuaccaccuccaggagacu - 3' (uzunluk = 22)
5' - ggcuuucuagucucagcucucc - 3' (uzunluk = 22)
5' - aaaguucugagacacuccgacu - 3' (uzunluk = 22)
5' - ugccuuccugucugug - 3' (uzunluk = 16)

5' - ugagaacugaauuccauggguu - 3' (uzunluk = 22)
5' - ugagaacugacaaaugugguagg - 3' (uzunluk = 23)
5' - gcucugacuuuauugcacuacu - 3' (uzunluk = 22)
5' - ucaaaugcagauccugacuuc - 3' (uzunluk = 21)

5' - ucaaaugcucagacuccuguggu - 3' (uzunluk = 23)
5' - ugaggauggauagcaaggaagcc - 3' (uzunluk = 23)
5' - gcucugacgagguugcacuacu - 3' (uzunluk = 22)
5' - ugagaacugaauuccauaggcug - 3' (uzunluk = 23)
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EK 2. Normal Hiicreler Uzerinde Gergeklestirilen BCG Asisinin Gen ifade

Analizlerinin Istatistiki Degerlendirmesi

Kat
AVG Delta Ct 2"(-Delta Ct) Diizenlemesi

Gen Asih Asi81Z Asih Asis12 Asili/Asis1z
Sembolleri Normal Normal Normal Normal Grup
APCS 1.03 3.17 0.488580 | 0.110766 4.41
C3 1.91 3.00 0.266879 0.124618 2.14
CASP1 1.85 3.32 0.277971 0.099828 2.78
CCL2 1.06 3.24 0.478664 | 0.105520 4.54
CCL5 0.71 3.21 0.613097 0.107737 5.69
CCR4 0.44 2.64 0.735528 | 0.159938 4.60
CCR5 -0.37 1.62 1.296009 0.324342 4.00
CCR6 1.34 3.34 0.394278 | 0.098454 4.00
CCR8 1.04 3.16 0.487303 | 0.111537 4.37
CD14 0.66 2.75 0.634684 | 0.148197 4.28
CD4 0.44 2.68 0.738229 0.155565 4.75
CD40 -0.32 1.84 1.244465 | 0.278469 4.47
CD40LG -0.19 2.15 1.141177 0.224625 5.08
CD80 1.84 3.89 0.278416 | 0.067246 4.14
CD86 1.36 3.48 0.390439 0.089349 4.37
CD8A 3.09 6.67 0.117833 | 0.009790 12.04
CRP 1.30 3.06 0.405988 | 0.119542 3.40
CSF2 1.34 4.16 0.394906 | 0.055768 7.08
CXCL10 1.36 3.61 0.390355 | 0.081650 4.78
CXCR3 0.40 2.52 0.755454 | 0.173811 4.35
DDX58 2.39 3.03 0.191181 0.122054 1.57
FASLG 2.03 2.85 0.244394 | 0.138273 1.77
FOXP3 -1.40 1.20 2.631471 0.433946 6.06
GATA3 1.37 3.71 0.386747 0.076182 5.08
HLA-A -0.40 0.68 1.319382 0.622260 2.12
HLA-E 1.56 2.08 0.339807 0.235792 1.44
ICAM1 0.26 3.31 0.835412 0.100522 8.31
IFNAL 1.23 3.79 0.427622 0.072072 5.93
IFNAR1 1.47 2.01 0.362145 | 0.247515 1.46
IFNB1 -0.01 3.48 1.009160 | 0.089349 11.29
IFNG 1.32 4.23 0.400343 | 0.053127 7.54
IFNGR1 1.13 1.62 0.456237 0.324342 141
IL10 1.72 3.94 0.303326 | 0.064955 4.67
IL13 -1.54 0.78 2.900499 0.580589 5.00
IL17A 1.17 3.25 0.445424 0.104791 4.25
IL18 1.43 3.51 0.369873 | 0.087510 4.23
IL1A 1.24 2.37 0.423142 0.192855 2.19
IL1B 0.15 2.56 0.899872 0.169058 5.32
ILIR1 0.02 3.30 0.985160 | 0.101222 9.73
IL2 3.35 4.04 0.098256 | 0.060605 1.62
IL23A 0.24 3.33 0.847741 0.099138 8.55
IL4 -0.06 3.00 1.043801 0.124618 8.38
IL5 -0.48 2.70 1.390259 0.153423 9.06




101

IL6 0.55 3.34 0.682324 0.098454 6.93
CXCLS8 1.63 3.08 0.322072 0.117896 2.73
IRAK1 2.76 3.02 0.147937 0.122903 1.20
IRF3 -1.50 0.71 2.830676 0.609454 4.64
IRF7 2.98 6.36 0.127145 0.012137 10.48
ITGAM 1.25 3.07 0.421897 0.118716 3.55
JAK2 3.24 5.03 0.105536 0.030513 3.46
LY96 2.89 3.85 0.134778 0.069136 1.95
LYZ 2.92 3.75 0.131784 0.074099 1.78
MAPK1 0.51 1.35 0.702327 0.391094 1.80
MAPKS -0.54 1.92 1.449260 0.263448 5.50
MBL2 1.82 3.78 0.283612 0.072574 3.91
MPO 2.18 3.36 0.220346 0.097098 2.27
MX1 0.58 2.47 0.668052 0.179940 3.71
MYD88 1.52 2.18 0.348950 0.220002 1.59
NFKB1 0.33 2.84 0.797496 0.139235 5.73
NFKBIA 1.42 2.32 0.372600 0.199656 1.87
NLRP3 4.25 4.68 0.052507 0.038891 1.35
NOD1 2.99 3.36 0.125867 0.097098 1.30
NOD2 2.47 4.17 0.180117 0.055383 3.25
RAG1 1.38 3.40 0.383665 0.094443 4.06
RORC 1.77 2.74 0.292913 0.149228 1.96
SLC11Al 0.48 3.76 0.718492 0.073587 9.76
STAT1 1.49 2.33 0.355109 0.198277 1.79
STAT3 -0.13 1.35 1.097406 0.391094 2.81
STAT4 2.82 3.71 0.141894 0.076182 1.86
STAT6 1.81 2.70 0.285676 0.153423 1.86
TBX21 2.03 3.35 0.244742 0.097774 2.50
TICAM1 141 2.53 0.377505 0.172610 2.19
TLR1 1.85 4.05 0.276719 0.060187 4.60
TLR2 0.37 3.17 0.774478 0.110766 6.99
TLR3 2.07 2.99 0.238436 0.125485 1.90
TLR4 0.03 1.39 0.982165 0.380400 2.58
TLR5 0.43 2.89 0.744797 0.134492 5.54
TLR6 1.44 3.19 0.367541 0.109241 3.36
TLR7 243 3.42 0.185614 0.093143 1.99
TLR8 2.70 3.65 0.153483 0.079417 1.93
TLR9 1.74 2.77 0.298400 0.146157 2.04
TNF 0.84 3.13 0.557018 0.113880 4.89
TRAF6 1.43 2.26 0.371442 0.208135 1.78
TYK2 2.89 2.89 0.135053 0.134492 1.00
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EK 3. BCG Asili Normal HEK293 Hiicreleri ve BCG asili TIMELESS
Nakavt Edilmis BCG Asili HEK293 Hiicreleri Arasindaki Gen ifade

Analizlerinin Istatistiki Degerlendirmesi

AVG Delta Ct 2\(-Delta Ct) Kat Diizenlemesi

BCG asih BCG asih BCG asih

TIMELESS normal TIMELESS BCG asih

nakavt HEK293 nakavt normal
Gen HEK?293 hiicreleri- HEK?293 HEK?293 Nakavt/Kontrol
Sembolleri hiicreleri Kontrol hiicreleri hiicreleri | Grup
APCS 7.89 3.98 0.004220 0.063236 -14.99
C3 8.39 3.86 0.002988 0.069084 | -23.12
CASP1 8.19 3.80 0.003425 0.071955 -21.01
CCL2 6.86 4.71 0.008595 0.038136 -4.44
CCL5 8.03 4.66 0.003833 0.039676 -10.35
CCR4 6.60 3.79 0.010277 0.072147 -7.02
CCR5 5.00 3.58 0.031338 0.083870 -2.68
CCR6 8.12 3.89 0.003597 0.067336 -18.72
CCRS8 7.30 4.99 0.006359 0.031535 -4.96
CD14 6.43 3.61 0.011569 0.082146 -7.10
CD4 6.31 3.80 0.012621 0.071799 -5.69
CD40 3.09 3.63 0.117408 0.080535 1.46
CD40LG 2.55 3.26 0.170645 0.104440 1.63
CD80 7.87 4.79 0.004275 0.036035 -8.43
CD86 9.12 4.61 0.001801 0.041046 -22.79
CD8A 6.48 5.03 0.011191 0.030502 -2.73
CRP 8.58 4.25 0.002615 0.052546 -20.09
CSF2 7.43 5.29 0.005814 0.025556 -4.40
CXCL10 6.26 4.31 0.013068 0.050523 -3.87
CXCR3 5.59 4.35 0.020796 0.048889 -2.35
DDX58 6.52 4.34 0.010923 0.049489 -4.53
FASLG 6.70 3.98 0.009650 0.063263 -6.56
FOXP3 3.37 3.55 0.096473 0.085147 1.13
GATA3 7.27 5.32 0.006499 0.025028 -3.85
HLA-A 5.56 3.55 0.021250 0.085383 -4.02
HLA-E 7.37 3.51 0.006035 0.087961 -14.57
ICAM1 8.48 4.21 0.002799 0.054063 -19.31
IFNA1 8.62 5.18 0.002542 0.027673 -10.89
IFNAR1 8.22 3.42 0.003343 0.093744 | -28.04
IFNB1 9.21 4.94 0.001691 0.032653 -19.31
IFNG 7.90 5.34 0.004189 0.024681 -5.89
IFNGR1 5.96 3.08 0.016028 0.118100 -7.37
IL10 7.27 4.67 0.006479 0.039259 -6.06
IL13 3.26 3.41 0.104567 0.093852 1.11
ILL7A 8.50 4.12 0.002755 0.057651 -20.92
IL18 7.08 4.38 0.007370 0.047872 -6.50
IL1IA 5.77 3.19 0.018286 0.109533 -5.99
IL1B 7.30 4.10 0.006358 0.058235 -9.16
ILIR1 7.98 3.97 0.003959 0.063754 | -16.10
IL2 8.74 5.30 0.002340 0.025434 | -10.87
IL23A 8.38 4.19 0.003004 0.054861 -18.26
IL4 7.24 3.89 0.006602 0.067549 -10.23
IL5 6.49 3.47 0.011115 0.089970 -8.09
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IL6 6.04 4.20 0.015238 0.054362 -3.57
CXCL8 4.70 3.58 0.038508 0.083370 -2.16
IRAK1 6.43 4.71 0.011584 0.038294 | -3.31
IRF3 5.90 2.45 0.016747 0.183185 -10.94
IRF7 7.45 5.93 0.005722 0.016456 -2.88
ITGAM 6.11 4.19 0.014498 0.054605 -3.77
JAK?2 10.77 6.19 0.000574 0.013659 -23.80
LY96 8.91 4.84 0.002078 0.034888 -16.79
LYZ 8.83 4.87 0.002192 0.034113 -15.56
MAPK1 6.27 2.46 0.012920 0.181802 -14.07
MAPKS 5.75 341 0.018566 0.093788 -5.05
MBL2 8.40 4.77 0.002969 0.036708 -12.36
MPO 6.77 4.13 0.009141 0.057038 -6.24
MX1 4.73 3.53 0.037658 0.086465 -2.30
MYD88 4.97 3.47 0.032005 0.090328 -2.82
NFKB1 6.41 5.28 0.011796 0.025805 -2.19
NFKBIA 5.80 3.37 0.017967 0.096450 -5.37
NLRP3 8.87 6.20 0.002139 0.013592 -6.35
NOD1 6.40 4.94 0.011872 0.032581 -2.74
NOD2 7.74 6.42 0.004670 0.011656 -2.50
RAG1 5.54 4.33 0.021560 0.049657 -2.30
RORC 6.63 3.72 0.010131 0.075822 -7.48
SLC11Al 131 3.43 0.404396 0.092993 | 4.35
STAT1 8.01 3.44 0.003867 0.091922 -23.77
STAT3 7.51 2.82 0.005498 0.142036 -25.83
STAT4 6.83 4.77 0.008786 0.036730 -4.18
STAT6 6.02 3.76 0.015392 0.073949 -4.80
TBX21 7.81 3.98 0.004448 0.063353 -14.24
TICAM1 5.96 3.36 0.016009 0.097720 -6.10
TLR1 9.10 5.80 0.001829 0.017908 -9.79
TLR2 8.79 4.32 0.002267 0.050120 -22.11
TLR3 6.55 4.02 0.010703 0.061721 -5.77
TLR4 5.33 3.98 0.024852 0.063560 -2.56
TLRS 7.76 3.37 0.004597 0.096398 -20.97
TLR6 4.58 3.39 0.041736 0.095140 -2.28
TLRY 7.32 4.38 0.006258 0.048047 -7.68
TLR8 8.87 4.65 0.002139 0.039730 -18.58
TLR9 6.20 3.69 0.013560 0.077243 -5.70
TNF 9.28 4.19 0.001609 0.054637 -33.95
TRAF6 5.96 3.38 0.016100 0.096150 -5.97
TYK2 7.01 4.84 0.007761 0.034959 -4.50
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EK 4. Nakavt TIMELESS Hiicreleri Uzerinde BCG asili ve Asisiz Gen ifade

Analizlerinin Istatistiki Degerlendirmesi

AVG Delta Ct 2/(-Delta Ct) Kat Degisimi
TIMELESS TIMELESS

TIMELESS | nakavt TIMELESS | nakavt

nakavt BCG asisiz nakavt BCG asisiz

BCG asih HEK?293 BCG asih HEK?293
Gen HEK?293 hiicreleri- HEK?293 hiicreleri- Asili/Kontrol
Sembolleri | hiicreleri Kontrol hiicreleri Kontrol Grup
APCS 2.08 2.80 0.236998 0.143974 1.65
C3 2.57 3.43 0.167839 0.092885 1.81
CASP1 2.38 4.97 0.192373 0.031806 6.05
CCL2 1.05 3.35 0.482772 0.098329 491
CCL5 2.22 4.24 0.215297 0.052882 4.07
CCR4 0.79 2.08 0.577228 0.236792 2.44
CCR5 -0.82 0.14 1.760145 0.905848 1.94
CCR6 2.31 3.13 0.202057 0.114387 1.77
CCRS8 1.49 2.97 0.357188 0.127612 2.80
CD14 0.62 2.71 0.649816 0.152454 4.26
CD4 0.50 2.75 0.708879 0.148746 4.77
CDA40 -2.72 1.24 6.594367 0.422862 15.59
CD40LG -1.26 0.54 2.396119 0.689694 3.47
CD80 2.06 3.37 0.240125 0.096393 2.49
CD86 3.30 4.88 0.101181 0.034034 2.97
CD8A 0.67 4.47 0.628546 0.045067 13.95
CRP 2.77 3.66 0.146877 0.078885 1.86
CSF2 1.61 3.06 0.326577 0.120260 2.72
CXCL10 0.45 1.71 0.733967 0.305301 2.40
CXCR3 -0.22 1.97 1.168049 0.255578 4.57
DDX58 0.70 1.96 0.613507 0.257723 2.38
FASLG 0.88 2.22 0.542015 0.214271 2.53
FOXP3 -2.44 -2.43 5.418507 5.388482 1.01
GATA3 1.45 2.60 0.365029 0.165232 2.21
HLA-A -0.26 0.51 1.193534 0.703381 1.70
HLA-E 1.56 2.61 0.338979 0.164222 2.06
ICAM1 2.67 3.53 0.157211 0.086490 1.82
IFNA1 2.81 3.96 0.142767 0.064132 2.23
IFNAR1 2.41 3.39 0.187768 0.095462 1.97
IFNB1 3.40 4.47 0.094961 0.045062 2.11
IFNG 2.09 2.83 0.235272 0.140479 1.67
IFNGR1 0.15 0.68 0.900220 0.622916 1.45
IL10 1.46 3.12 0.363925 0.115321 3.16
IL13 -2.55 -2.04 5.873167 4.123268 1.42
IL17A 2.69 291 0.154758 0.132914 1.16
IL18 1.27 1.82 0.413945 0.282295 1.47
IL1A -0.04 0.48 1.027047 0.716200 1.43
IL1B 1.49 3.03 0.357095 0.122791 2.91
IL1IR1 2.17 2.81 0.222376 0.142951 1.56
IL2 2.93 4.13 0.131444 0.056944 2.31
IL23A 2.57 3.79 0.168713 0.072098 2.34
IL4 1.43 2.70 0.370829 0.154077 2.41
IL5 0.68 2.30 0.624282 0.203548 3.07
IL6 0.22 1.18 0.855877 0.441660 1.94
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CXCL8 -1.11 -0.77 2.162871 1.704722 1.27
IRAK1 0.62 2.21 0.650613 0.216357 3.01
IRF3 0.09 1.11 0.940604 0.461728 2.04
IRF7 1.64 3.02 0.321388 0.122914 2.61
ITGAM 0.30 0.41 0.814307 0.753518 1.08
JAK?2 4.96 5.46 0.032238 0.022671 1.42
LY96 3.10 3.42 0.116720 0.093504 1.25
LYZ 3.02 4.16 0.123136 0.056048 2.20
MAPK1 0.46 2.03 0.725673 0.245022 2.96
MAPKS -0.06 0.91 1.042792 0.531973 1.96
MBL2 2.58 3.84 0.166741 0.069637 2.39
MPO 0.96 2.06 0.513431 0.239969 2.14
MX1 -1.08 -1.11 2.115132 2.155425 -1.02
MYD88 -0.85 -1.17 1.797620 2.247724 -1.25
NFKB1 0.59 1.49 0.662564 0.355573 1.86
NFKBIA -0.01 0.62 1.009140 0.652667 1.55
NLRP3 3.06 3.67 0.120144 0.078444 1.53
NOD1 0.58 2.29 0.666789 0.204662 3.26
NOD2 1.93 2.80 0.262270 0.143714 1.82
RAG1 -0.28 0.44 1.210937 0.739306 1.64
RORC 0.81 0.52 0.569044 0.699266 -1.23
SLC11Al -4.51 0.83 22.713414 0.561070 40.48
STAT1 2.20 3.10 0.217207 0.116429 1.87
STAT3 1.70 2.67 0.308814 0.157010 1.97
STAT4 1.02 2.14 0.493471 0.227352 2.17
STAT6 0.21 0.88 0.864492 0.543681 1.59
TBX21 2.00 2.69 0.249851 0.155297 1.61
TICAM1 0.15 1.58 0.899179 0.335625 2.68
TLR1 3.28 4.05 0.102705 0.060503 1.70
TLR2 2.97 3.77 0.127315 0.073271 1.74
TLR3 0.73 2.27 0.601137 0.207535 2.90
TLR4 -2.48 -1.36 5.583475 2.570412 2.17
TLRS 1.95 2.86 0.258224 0.137826 1.87
TLR6 -1.23 -0.21 2.344185 1.156881 2.03
TLRY 151 2.93 0.351503 0.131300 2.68
TLR8 3.06 4.34 0.120119 0.049453 2.43
TLR9 0.39 3.08 0.761635 0.118439 6.43
TNF 3.47 5.54 0.090379 0.021551 4.19
TRAF6 0.15 1.63 0.904292 0.324118 2.79
TYK2 1.20 1.62 0.435924 0.325827 1.34
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EK 5. Tez Calismasi Orjinallik Raporu
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