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OZET

SMN2 GENi PROMOTORUNUN KLONLANMASI VE KARAKTERIZASYONU
YUKSEK LISANS TEZi
MERVE DEMIR
BALIKESIR UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU

MOLEKULER BiYOLOJI VE GENETIK ANABILiM DALI

(TEZ DANISMANIL:DOC.DR. ESRA TOKAY)
(ES DANISMAN:PROF.DR. FERAY KOCKAR)
BALIKESIR, HAZIRAN - 2023

Spinal Miiskiiler Atrofi (SMA) omurilikte bulunan alfa motor noronlarin
dejenerasyonuyla meydana gelen ve beraberinde simetrik kas zayifliklarina yol agan
otozomal resesif kalitsal bir hastaliktir. SMN geni 20 kb uzunlugunda 8 ekzondan
olusmakta ve 294 aminoasitlik SMN proteini kodlamaktadir. Bu geninin telomerik
(SMNI1) ve sentromerik (SMN2) olmak {iizere iki kopyast bulunmakta, kopyalar
birbirinin homologu olup aralarinda ekzon 7 de yer alan 5 niikleotitlik bir fark
bulunmaktadir. SMA hastalarinin %95’inden fazlasinda SMN1 geninin 7. ekzonunun
homozigot delesyonu s6z konusudur. SMN2 geni tam uzunlukta ancak islevsel olmayan
SMN protein sentezi yapabilmektedir. Literatiirde, mutant SMN1 geni tasiyan SMA
hastaliginin tedavisi i¢in, SMN2 ekspresyon seviyelerini arttirarak hastalik siddetini
azaltmak ya da seyrini yavaslatmak gibi ¢oziimler ortaya sunulmustur. Bu tez ¢calismasi,
SMN2 geninin ifadesinin arttirtlmasini saglamak amacityla SMN2 geninin promotor
bolgesi tespit edilerek detayli biyoinformatik analizi gergeklestirildi. Promotor
bolgesinde spesifik primerler belirlendi. 4 adet GC adas1 belirlendi. Sekonder yapinin
AG=-375.95 kcal/mol olarak belirlendi. Muhtemel transkripsiyon baglanma bélgeleri
SP1, AP2, CEBP ve E2F belirlendi. Tezin ikinci asamasinda, SMN2 geninin promotor
bolgesi 5 adet 5° delesyonlu pargalari olusturmak tizere (888 bg, 618 bg, 457 bg, 223 bg
ve 116 bg’lik) promotor parcast pPGEM-T Easy vektoriine ve akabinde pMetLuc
vektoriine alt klonland1 ve dizi analizi ile dogrulugu teyit edildi. Midi prep izolasyonlari
yapilarak promotor pargalar1 tezin ikinci asamasinda hiicre kiiltiirline taginmis olup
Hep3B hiicrelerine transfekte edildi. Lusiferaz ve SEAP aktivite yontemleri kullanilarak
promotorlarin bazal aktivitesine bakildi. SMN2 promotor bdlgesine ait 5 konstraktan en
yiksek olarak 223 b¢’lik konsrakt belirlendi.

ANAHTAR KELIMELER: SMN2, SMN1, promotor, SMA

Bilim Kodlari: 20316, 20326 Sayfa Sayis1:76



ABSTRACT

CLONING AND CHARACTERIZATION OF THE SMN2 GENE PROMOTER
MSC THESIS
MERVE DEMIR
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

MOLECULAR BIOLOGY AND GENETICS

(SUPERVISOR:ASSOC. PROF. DR. ESRA TOKAY)
(CO-SUPERVISOR:PROF.DR. FERAY KOCKAR)
BALIKESIR, JUNE - 2023

Spinal Muscular Atrophy (SMA) is an autosomal recessive inherited disease that occurs
with the degeneration of alpha motor neurons in the spinal cord and causes symmetrical
muscle weakness. It is known that there are 5 types of SMA disease. Type 0 is the type
where patients are most severely affected. They die before birth or within the first 6
months of their life. The SMN gene consists of 8 exons with a length of 20 kb and
encodes the SMN protein of 294 amino acids. There are two copies of this gene,
telomeric (SMNL1) and centromeric (SMNZ2), the copies are homologous to each other,
with a difference of 5 nucleotides located in exon 7. More than 95% of SMA patients
have homozygous deletion of exon 7 of the SMN1 gene. The SMN2 gene can synthesize
full-length but non-functional SMN protein. In the literature, solutions have been
presented for the treatment of SMA, such as reducing the severity of the disease or
slowing its course by increasing the SMN2 expression levels. In this thesis, in order to
increase the expression of the SMN2 gene, the promoter region of the SMN2 gene was
determined and detailed bioinformatics analysis was performed. Specific primers were
identified in the promoter region. 4 GC islands were determined. The secondary
structure was determined as AG=-375.95 kcal/mol. Possible transcription binding sites
SP1, AP2, CEBP and E2F were identified. In the second step of the thesis, the promoter
region of the SMN2 gene was clonned into the pGEM-T Easy vector and then
subclonned into the pMetLuc vector to form 5' deletion fragments (888 bp, 618 bp, 457
bp, 223 bp and 116 bp) and verified using sequence analysis with accuracy. Midi prep
isolations were made and the promoter parts were transferred to cell culture in the
second stage of the thesis, transfected to Hep3B cell line and basal activity of the
promoters was examined by using Luciferase and SEAP activity methods. It was
determined that 223 bp contruct of SMN2 promotor region was the highest basal
activity.

KEYWORDS: SMN2, SMN1, promotor, SMA
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ONSOZ

Hayat denilen bu uzun yol da her zaman hayallerimin pesinden gittim. Ve beni hayallerimin
getirdigi bir durak olan FK LAB’da tez ¢alismasi siirecim boyunca bana gerek bilgi ve yol
gostericiligi ile yoluma 1s1k olan, gerek ise sevkat ve Ozverisi ile her zaman yanimda
destegini hissettigim es danismanim Sevgili Hocam, Prof. Dr. Feray KOCKAR’a yiirekten
tesekkiir ediyorum. Gecesini giindiiziine katarak destegini ve emegini benden eksik etmeyen
Sevgili Danigmanim Dog. Dr. Esra TOKAY ’a cani goniilden bir tesekkiirii borg bilirim. Her
zaman hayattaki en biiyiik sansimin ailem oldugunu séylemisimdir. Bu zorlu siire¢ de maddi
ve manevi destegini her zaman yanimda hissettigim canim aileme tesekkiir ediyorum.
Ozellikle ben bana inanmadigim zamanlar da bile bana inanmaktan ve giivenmekten higbir
zaman vazgegmeyen, hatirast ve sevgisi kalbimde sonsuza dek yasayacak olan Canim
Babam, Muammer DEMIR ’e tesekkiir ediyorum. Bana destegi ve emegi biiyiik olan kiymetli
annecigim, Sultan DEMIR e tesekkiir ediyorum. Ayrica maddi ve manevi desteklerini asla
eksik etmeyen bir abladan ¢ok bana can dost olan canim ablalarim Emine DEMIR, Dilek
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1. GiRiS

Spinal Miiskiiler Atrofi (SMA) omurilikte yer alan alfa motor néronlarin dejenerasyonu
sonucu meydana gelen ve beraberinde simetrik kas zayifliklarina yol agan otozomal resesif
kalitsal bir hastaliktir. Diinya da Kistik Fibrozisten sonra ¢ocukluk ¢aginda en ikinci olarak
en sik goriilen otozomal resesif kalitsal hastaliktir [1,2]. ilk olarak Avusturyali nérolog
Guido Werdnig tarafindan SMA ‘dan etkilenen iki kardesin otopsi sonuglarindan
yararlanilarak tanimlanmistir. 1893’den 1900 yilina kadar ki gecen 7 yillik siireg igerisinde
Johan Hoffman tarafindan yeni veriler elde edilmis bu yeni veriler 1513inda da Werdnig-
Hoffman hastaligi adi verilmistir [3,4]. Bu néromiiskiiler hastaliga SMN1 geninde meydan
gelen ¢esitli mutasyonlarin sebep oldugu bilinmektedir. Bu mutasyonlarin neden oldugu
genetik kusur, SMN protein seviyelerinde azalmaya neden olmaktadir ve bu azalma motor
noronlarin dejenerasyonuna, kas zayifligima ve atrofiye neden olmaktadir [5]. SMA
hastalarinda omurilik ve beyin sapindaki ikincil motor ndronlar dejenere olmakta ve bu
durum proksimal kaslarda yorgunluk, felg ve atropi ile sonuglanmaktadir [6]. SMA hastaligi
tizerinde yapilan klinik caligmalar da SMA hastaliginin 5 tipi oldugu aydinlatilmistir.
Hastaligin baslangic yasi, ortalama yasam siiresi, hastaligin siddeti ve hastanin

kazanabilecegi motor beceriler her tip i¢in farkli bir seyir izlemektedir [7].

SMA hastaliginin 5 tipi igerisinde hastalarin en siddetli olarak etkilendigi tip 0’dir. SMA
hastalik tipt olan tip 0’da do§um Oncesinde veya yasamlarinin ilk 6 ay1 icerisinde
Olmektedirler [8]. SMA hastalik tipleri igerisinde ise en agir seyreden Tip | olarak
bilinmektedir. Hastalik 6 aydan onceki dénemde belirti gostermeye baslamaktadir ve bu
belirtiler baz1 hastalarda ise dogum Oncesi donemde de baslayabilmektedir. Tip | SMA
hastas1 bebeklerinin biiyiik bir ¢ogunlugunu olusturan kisminda bas kontrolii olmamakla
birlikte bacak ve kol hareketi de bulunmamaktadir. Motor becerileri zayiftir ve desteksiz
oturamamaktadirlar. Bu bebekler yutma ve emme gibi temel gereksinimli becerilere sahip
degillerdir ve refleksler gelismemistir. Solunum kaslarinin etkilenmesi, okslirmede giicliik
olusturmakta ve solunum yollar1 enfeksiyonlarindan dolay:r solunum destegine ihtiyac
duymaktadirlar. Hastalarin biiyiik bir kismi1 2 yasindan 6nce 6lmektedir. Hastaligin bu tipine
sahip bebeklerin yiiz hareketleri normal, mimikleri anlamli olmakla birlikte bakislar
canlidir. Tletisim becerileri giicliidiir, goz temas1 kurabilmektedirler, ¢evreye kars1 duyarh
olmakla beraber tepki de vererek geri doniit olusturabilmektedirler [9]. Tip Il SMA

hastalarinda ise belirtiler 6. aym bitimindeki donemden sonra goriilmeye baslamaktadir.



Daha oncesindeki donemde bebegin gelisimin normal seyrinde devam ettigi goriilmiistiir.
Bu donemde omurga egrilikleri, zayif kemik gelisimi gibi iskelet yapisi bozukluklar
goriilmektedir. Yutma ve ¢ignemeden sorumlu kaslarin zayifligi az da olsa goriilmekle
birlikte solunum etkilenmesi Tip 0 ve Tip I’e nazaran siddetli seyretmemektedir [10]. SMA
Tip Il hastalarinda ise belirtiler daha geg bir siirecte 18. aydan sonra kendini gostermektedir.
Bebekler dogum esnasinda normal olsalar bile hafif de olsa ilk belirtiler goriilebilmektedir.
Hastaligin tanisinin koyulmasi genglik yillarini bulabilmektedir. Hasta bireyler yasitlariyla
benzer fiziksel aktiviteler gostermekte giicliik cekmekle beraber ilerleyen siirecte benzer
aktiviteler gosterememektedirler. Hasta bireyler yiirliyebilmelerine ragmen kas
giigsiizliikleri mevcuttur. Hastalik arttikca kalga ve bacak kaslarindaki gii¢siizlilk kogsmay1
engellemekte, diismeler sik yasanmaya baglanip yiirime giiglesmektedir [11]. Tip IV SMA
hastalig1 yetiskinlik doneminde ortaya ¢ikmaktadir. Hastaligin baslangici ve ilerlemesi
yavastir. Tip IV SMA ‘ya sahip hastalar genellikle yiiriiyebilmektedirler ancak ¢ok az bir
kismu1 tekerlekli sandalyeye ihtiyag duyabilmektedir. Tip IV SMA hastalarinda yutkunma ve
solunum fonksiyonlarina sahip kaslar nadir olarak etkilenmektedirler. Kas gii¢siizliigii, kas
erimesi ve kaslar1 kontrol edememe gibi durumlar, kollar ve bacaklarin gévdeye yakin

kisimlarinda daha fazla goriilmektedirler [9,10].

1.1 SMA Hastahg ile iligkili Genler

Genel olarak SMA hastaliginin olusmasinda 4 adet genin etken rol aldig1 diigiiniilmektedir.
Bu 5 adet gen kromozomun 5q lokusunda lokalize konumda bulunmaktadir [12]. 1995
yilinda yapilan ¢alismalarda SMA hastaligina neden olan en 6nemli etkenin SMNT1 geninin
delesyonu oldugu tespit edilmistir [13]. Bunun yam sira Néral Apoptazis Inhibitér Protein
(NAIP) geninin de hastalarda delesyona ugradig: saptanmistir [14]. 1997 yilinda yapilan bir
diger calismada ise p44 geninin de SMA hastalarinda mutasyona ugradigi saptanmaistir.
Heniliz tam olarak fonksiyonu bilinmemekle birlikte SMA hastalig ile iliskisi oldugu
diistiniilen H4F5 adi verilen bir gen daha tespit edilmistir [15]. SMA hastalig1 ile
iliskilendiren bu 4 genden her biri duplikasyon ve inversiyona ugrayarak 500 kb’lik bir
alanda birbirine ters yonde uzanan telomerik ve sentromerik kopyalart bulunmaktadir
[12,15]. Kromozomun lokusundaki SMA iligkili genlerin yerlesimi asagidaki sekilde

Ozetlenmistir.



pddc yiNAIP SMN2 H4F5c H4F5t SMN1 NAIP  pddt

SENTROMERIK iNVERTED DUPLIKASYON TELOMERIK
— —

Sekil 1.1:Kromozomun 5q lokusundaki SMA iligkili genlerin yerlesimi [16].

1.2 SMN Geni

Survival Motor Noéron (SMN) geni SMN proteininin sentezinden sorumludur. Genomik
uzunlugu 20 kb uzunlugunda olmakla birlikte 9 ekzondan olusmaktadir. Bununla birlikle
SMN geninin ilk olarak 8 ekzona sahip oldugu tespit edilmistir. Ancak daha sonraki siiregte
yapilan calismalar ekzon 2’nin sanilanin aksine tek degil iki ekzondan olustugu gézlenmistir.
Bu ekzonlar 2a, 2b olmak iizere adlandirilmistir [17]. Bununla birlikle SMN geni 294
aminoasitten meydana gelen 32 kDa’luk SMN proteini kodlamaktadir. SMN proteini,
sitoplazma ve ¢ekirdekte lokalize olmus bir proteindir [18]. SMA hastaligindan sorumlu olan
etken SMNI1 geninin homozigot yoklugudur. Buna karsin yapilan diger c¢aligmalarda
goriilmektedir ki SMN2 geninin homozigot yoklugu fenotipte herhangi bir etkiye sebep
olmamakla beraber SMA hastaligina da yol agmamaktadir [19]. SMA hastalarinin %96’s1
kromozomun 5ql13 kolunda meydan gelen mutasyondan kaynakli iken, %4’iiniin bu
kromozom bolgesindeki mutasyonla alakasi yoktur [20]. Bu %4’liik kesimdeki mutasyonun
sebebinin ise gen doniisiimii, duplikasyon, delesyon gibi bir¢ok mutasyondan kaynaklandigi
diistiniilmektedir. Yaklagik olarak 23 farkli yanlis anlamli mutasyon mutasyon tespit
edilmistir [19].

SMN1 geni 5. Kromozomun 13 kolunda lokalize olarak bulunmaktadir. SMA hastalarinin
%095’inden fazlasinda SMN1geninin 7. Ekzonunun homozigot delesyonu s6z konusudur. Bu
delesyonun neden oldugu bu mutasyon SMA hastaligina neden olmaktadir [21]. 1990 yilinda
yapilan bir calismaya gore ise SMA hastaligina neden olan gen bdlgesinin 5q11-13.3
lokasyonunda ve 35 cm uzunlugundaki bir bolge araliginda bulundugu tespit edilmistir [22].

Sekil 1.2 ‘de 5q kolunda SMA hastaligina neden olan gen bdlgesi aralig1 6zetlenmistir.
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Sekil 1.2:Kromozomun 5q kolunda SMA hastaligina neden olan 35 cm’lik gen bolgesi
[22].

SMN geninin, telomerik (SMN1) ve sentromerik (SMN2) olmak {izere birbirinin homologu
olan iki adet kopyasi bulunmaktadir [23]. Bu genin telomerik (SMN1; SMNt) ve sentromerik
(SMN2; SMNc) olmak iizere iki farkli formu bulunmaktadir [24]. SMN geninin telomerik
ve sentromerik dizileri benzer olmakla beraber sadece ekzon 7 ve 8 de yer alan 5 niikleotitlik
bir bolgede farklilik bulunmaktadir [25]. Bu 5 niikleotitin olusturdugu farklilik yakindan ele
alinacak olursa intronlar arasinda 3 niikleotitlik ekzonlar arasinda ise 2 niikleotitlik bir fark
s0z konusudur [26]. SMN2 geninde SMN1 geninden farkli olarak 7. ekzonda sitozin yerine
timin baz1 bulunurken buna ek olarak 8. Ekzonda ise guanin yerine adenin bulunmaktadir.
Bu farklilik SMNTI1 geni transkripsiyonu sonucunda 9 ekzonlu mRNA’lar olusturmasin
saglarken, SMN2’deki niikleotitsel farkliliklar sonucu transkripsiyon sirasinda ekzon 7’nin
atlanmasina neden olmaktadir. Bunun sonucunda ise olgun mRNA dretimi
saglanamamaktadir [27]. Bu durum ise SMN1 geninden tam ve fonksiyonel bir SMN
proteini iiretilmesini saglarken, SMN2 geninden %85-90 oraninda fonksiyonel olarak
islevsiz ve kisa dmiirlii olan SMNDELTA?7 proteini sentezlenmesine neden olmaktadir [28].

SMNI1 ve SMN2 mRNA ’lar1 arasindaki farklar sekil 1.3 de 6zetlenmistir.
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Sekil 1.3: SMN1 ve SMN2 mRNA’lar1 arasindaki farklar [29].




Sonug olarak SMN2 geni tarafindan kodlanan mRNA’nin transkripsiyonu sonucunda elde
edilen firiinlerin %60’ 1nda ekzon 7 atlamasi s6z konusu olup islevsel olmayan ve hizla
bozulan bir proteine ¢evrilmektedir. Diger %40 gibi bir kisminda ise nispeten islevsel olan
SMN proteini sentezlenebilmektedir [30]. Ancak bu durum SMA hastaligini 6nlemeye
yetkin olmamakla beraber hastalik siddetini azalttigi gozlenmektedir [31]. SMN2 kopyasi
sayist hastalarda cesitlilik gosterebilmektedir. Kopya sayisi 1 ila 4 arasinda degisebilmekte
ve bu degiskenlikle hastaligin siddetinin azalmasi arasinda dogru orantili bir korelasyon s6z
konusudur [32]. SMNL1 geni ve SMN2 geninin tirettigi proteinler arasindaki farklar Sekil

1.4’ de 6zetlenmistir.
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Sekil 1.4: SMN1 ve SMN2 genleri tarafindan iiretilen proteinler arasindaki farklar [30].

1.3 NAIP Geni

Néronal Apoptozis Inhibitér Protein (NAIP), 60 kb uzunlugunda 16 ekzona sahiptir [33].
1232 aminoasit uzunlugunda 140 kDa biiyiikliigiinde bir proteini kodlamaktadir [34]. 1995
yapilan bir ¢alisma sonucunda SMA hastalarinda delesyona ugradiklar: tespit edilmistir.

NAIP geninin bir tam ve birden fazla say1 da kesikli kopyas1 bulunmaktadir [35].

1.4 P44 Geni
1997 yilinda Melki ve grubu tarafindan kesfedilmistir [24]. Transkripsiyon Faktor 2 H’nin
(TF2H) alt birimlerinden biri oldugu bilinmektedir [36]. Bu gen 44 kDa’luk bir proteini



kodlamaktadir. TF2H nin DNA tamiri, hiicre dongiisiiniin diizenlenmesi ve RNA polimeraz
2 transkripsiyonu gibi gorevleri bulunmaktadir [37]. P44 geninin de telomerik ve
sentromerik olmak tizere iki kopyas1 bulunmaktadir. Bu iki kopya arasinda 3 kodonluk bir
farklilik bulunmaktadir. P44 genindeki mutasyonlarin hastaligin esas nedeni olmadigi
distiniilmektedir [38]. P44 geninde delesyon bulunduran biitiin hastalarda SMN geninde
delesyon, bir kisminda da hem SMN genin de hem de NAIP geninde delesyon bulunmasi
fakat sirf p44 delesyonu bulunduran hi¢cbir SMA hastasinin bulunmamasi bunu kanitlar

niteliktedir [39].

1.5 H4F5

1998 de Scharf ve arkadaslar tarafindan yiiriitiilen bir ¢alisma da ¢ok kopyali mikrosatellit
marker’dan (C212) yararlanarak Tipl SMA hastalarinda H4F5 gen bdlesinin delesyona
ugradigi belirlenmistir [40]. SMA hastalig1 yol agmamakta fakat SMA hastaliginin giddetini
arttirdi@1 bilinmektedir [41].

1.6 SMA Hastalig1 ve Mekanizmasi

SMNL1 geninin homozigot delesyonundan birden fazla mekanizmanin neden oldugu
bilinmektedir. Bunlarin bir 6rnegi olarak de novo mutasyonlar: 6rnek verilebilir [24]. De
novo mutasyonlar1 inversiyon ve duplikasyonla olusmus tekrarlayan dizilerin arasinda
meydana gelen hatali krosingoverdan kaynaklanan paternal mayoz boliinmeler sonucunda

ortaya ciktiklari bilinmektedir [42].

SMNI1 ve SMN2 genleri arasindaki en dnemli yapisal fark ise 7. ekzonda 840. pozisyonda
SMN1 geninde sitozin bulunurken, SMN2 geninde ayn1 ekzonda ayni pozisyona karsilik
gelen bolgede timin bazi bulunmaktadir [43]. Bu durum 7. ekzonun 6. pozisyonunda
meydana gelen sitozin timin transisyonundan kaynaklanmaktadir [44]. Ekzonun 7’nin
atlanmas1 sonucu premRNA 7. ekzondan yoksun oldugu olgun mRNA iiretimi
gerceklesememektedir [45]. Normal sartlar altinda RNA {izerinde bulunan ve splicing
dogrulugunu kontrol eden ve var oldugu ekzonun olgun mRNA i¢inde bulunmasina olanak

saglayan Exonic Spilicing Enhancer (ESE) diziler bulunmaktadir [46]. Sonug olarak bu



farklilik ESE dizisinin isleyisini bozarak etkisini gostermektedir. Bundan dolay1 ise tam

uzunlukta ve islevsel SMN proteini iiretimi ger¢ceklesememektedir [47].

Exonik SplicingEnhancer (ESE) dizileri genel olarak adenin guanin (AG) tekrarlarindan
olusan piirin miktar1 bakimindan yogun motiflerden ya da sitozin adenin (CA) tekrarlarindan
olusan motiflerden meydana gelmektedirler [12]. Bu diziler arjinin ve serin aminoasitlerini
iclerinde bol miktarda bulundurduklar1 igin ASF/SF2, SC35, 9G8, SRP20, Htra2-p gibi
tiyeleri iceren SR ad1 verilen bir protein ailesine baglanmaktadir. SR protein ailesi splicing
seklini degistirebilmekte ve bdylelikle alternatif splicing aracilig ile farkli ekzonlar1 igeren

MRNA’larin sentezi ve bu sentezin regiilasyonu gergeklesebilmektedir [12, 26].

SMA hastaligindaki asil mekanizmaya gelecek olursak eger delesyona ugramamis bir SMN1
geninin 7. ekzonunda Exonik Splicing Enhancer (ESE) dizisi olan CAGACAA bdlge
korunmus olarak bulunmaktadir. Korunan bu bolge 7. ekzonun mRNA’ya dahil olmasini
saglayarak olgun mRNA’nin iiretilmesine katki saglamaktadir [48]. SMN2 geninde ise bu
dizisi korunmaktadir. Fakat SMN2 geninde bu dizi UAGACAA seklinde Urasil niikleotidi
ile basladig1 i¢in ESE dizisi inaktif hale gecerek 7. Ekzonun atlanmasina neden olmaktadir
[49]. Bu durumda yine istenen olgun m RNA’nin olusumunu engelleyerek tam ve istenen

uzunlukta SMN proteininin iretilmesini engellemektedir [50].

Bagka bir goriise gore ise Heteroniikleer Riboniikleoproteinlerin (hnRNP), grubunun
baglandig1 ESE dizilerinin de i¢inde bulunduklarini ekzonun atlanmasina neden olduklari
bilinmektedir. Bu yolla da splicingi kontrol etmektedirler [51]. Bu durumun da 7. ekzonun
atlanmasina neden olabilecegi diisliniilmektedir Sonug¢ olarak kalitsal hastaliklarin
olusmasindan sorumlu olan mutasyonlarin %15°lik bir kismin1t RNA Splicing mutasyonlari

sonucu ortaya ¢ikmaktadir [52].

1.7 SMN Proteininin Uretildigi ve Ekspre oldugu Yerler
SMN proteini biitiin somatik hiicrelerde ekspre olmakla birlikte ¢cogunlukla spinal kord
motor noronlarinda ekspre olmaktadir. Evrimsel olarak okaryotlar arasinda korunmaktadir

ve tamamen yoklugu s6z konusu degildir. Belirli miktarlarda somatik hiicrelerde



tiretilmektedir [53]. SMN proteini motor néronlarda néritlerde riboniikleoprotein graniilleri
icerisinde Q proteinleri ve Heteroniikleer Riboniikleoprotein (hnRNP) R proteinleri ile

etkilesim i¢inde bulunmaktadir [54].

Hiicre tipine gére SMN proteinin lokalizasyonu farklilik gostermektedir. Noronlarda hiicre
govdesi, akson ve dentritlerde bulunmaktadirlar. Ek olarak bu uzantilarin dallanma
noktalarinda ve ug¢ kisimlarinda bulunan biiyiime boélgelerinde; iskelet ve kalp kasi
hiicrelerinde ise farkli olarak, sarkomerik z-diskler ¢ogunluklu olarak SMN proteininin
yogun olarak goriilen bolgeler olduklart bilinmektedir [55]. Ayrica dokuya 6zgii ifade edilen
SMN proteini bobrek, omurilik, beyin ve karacigerde yiiksek; iskelet ve kalp kasinda orta,
fibroblast ve lenfositlerde diisiik diizey de ifade edilmektedirler [56].

Cekirdek ve noronal sitoplazma da bol miktarda {iretilmekte olup sitoplazma da iiretilen
SMN proteinin sinapsta aksonlar, vezikiil salinimi ve aktin dinamikleri araciligiyla mRNA
taginmasi hayati agidan 6nem arz etmektedir [57]. Cekirdege gelindiginde ise SMN proteini
kiigiik niikleer RNA’lar (snRNA) olugturmaktadir. Bu durum da pre-mRNA’nin mRNA’ya
doniismesinde kilit rol oynayarak spliceosome olusumunda kilit rol oynamaktadir [58].
Spliceosome olusumu ise daha ¢ok splicing asamasinda gerekli dizileri taniyarak intronlarin
¢ikarilmasini kontrol eden bir olusumdur [59]. Bu kompleks genel olarak sayilar1 50 ila 100
arasinda degisen polipeptitlerden ve liriidin baz1 bakimindan zengin U1, U2, U4, US ve U6
Small Nuclear Riboniikleoproteinlerden (snRNP)’den olusmaktadir [60].

1.8 SMA Hastahig Tedavisinde Kullanilan Yontem ve flaclar

Su an halihazirda SMA hastalig1 i¢in kullanilan baglica yontemler genel olarak kisith
hareketlerin kullanim artisin1 amaglayan fizik tedavi, omurga tedavisi, solunum destegi,
beslenme tiipli, konusma terapisi ve ilaglar olarak siiflandirilmaktadir. Yapilan
caligmalarca SMA semptomlarin1 azaltmaya yonelik mekanik destekler ve fizik tedavi
caligmalarinin asir1 etkili olmamakla birlikte genel olarak bakildiginda fayda sagladigi
goriilmektedir. Gorlisme yapilan bazi ebeveyn gruplarinda ise uygulanan destekleyici
tedavilerin kisitli hareketlerin kullanimini artirmakta oldugu ve beraberinde kilo alim1 ve

rahat bir uyku siirmeyi kolaylastirdig: ifade edilmistir. Bagka bir aile ise ¢ocuklarinin iki



seviyeli pozitif hava yolu basinci tedavisine olumlu doniit sagladigi yoniinde bilgi verdigi
bilinmektedir. Buna ragmen uygulanan yontem ve tedaviler tam bir iyilesme saglamamakla

birlikte sadece yasam kalitesinin artisina yardimci olmaktadir [61].

1.8.1 Spinraza

SMA hastalig1 tedavisinde genel olarak Spinraza ad1 verilen bir ila¢ kullanilmaktadir. Yasam
kalitesini arttirdigt diistinlilmektedir. Solunum ve fonksiyonunu ve kas giiclinii eski
durumuna ve normal isleyisine doniistiirebileceginin yani sira hastaligin ilerleyis seyrini
yavaglatacagi hatta iyilestirebilecegi yoniinde diisiincelerin s6z konusu oldugu
bilinmektedir. Uzerinde yapilan calismaya gore Spinraza’min SMA hastalarinda geri
doniistimsiiz noéron kayiplarini ve ek olarak solunum destegine olan ihtiyaci azaltma yoniinde
etki edebilecegi ve yine fonksiyonel hareket kayiplarmibununla birlikte artik daha giicli
nefes alma, eklemlerde biizlismede azalma, basi ve viicudu daha dik tutabilme, yeme
diizeylerinde artig, oturabilme kabiliyetinde iyileme ve bedeni daha etkin kullanimin arttig1
gozlenmistir. Ayrica Spinraza’nin hastalarda ruh halleri ve 6zgiivenleri konusunda da
olumlu etki yarattigi goézlenmistir. Spinraza ve uygulama yollar1 ile alakali ¢ok az
olumsuzetki ve yan etki gozlenmistir. Yan etki olarak ise genel olarak kabizlik ve bas agrisi
en yaygin olanlar olarak bilinmektedir. Genel problem olarak bakildiginda ise hastalarin
daha cok aclik ve sedasyondan kaynakli enjeksiyon problemleri yasadiklari tespit edilmistir.

Ancak bu olumsuz etkilerin en aza indirgenebilecegi disiiniilmektedir [62].

Spinraza (Nursinersen) ¢alisma mekanizmasinin temeli antisens oligoniikleotid (ASO)
tedavisine odaklanmaktadir. ASO’lar genellikle 15-20 niikleotit uzunluguna sahip tek iplikli
yapida kiiciik molekiillerdir. Spesifik hedef olan mRNA molekiiliine komplementer olarak
baglanma 6zelligine sahip olan DNA ve RNA iplikleridir [63]. Lipozomlar araciligi ile in
vitro ve in vivo olarak hiicre igine verilirler. Antisens oliigoniikleotitlerin hedef mRNA
molekiilii ile molekiiler baz eslesmesi RNA-ASO heterodubleks yapisinin olugmasina,
dolayisiylada RNaz-H aracili translasyon engelemesi ve modifikasyonu saglanabilmektedir
[64]. Antisens oliigoniikleotit (ASO) olarak, Nursinersen kullanilmistir. Nursinersen
C234H340N610128P17S18 formiiline sahip ribofurasil halkalariin  2’-hidroksi
gruplarinin 2°-O-2-Metoksietil gruplariyla ve fosfat baglariyla degistirilmesiyle modifiye
edilmislerdir [65]. Amag SMN1’in yoklugunun telafi edilemedigi noktalarda SMN2 geninde



7. ekzon atlamasini engelleyerek olgun mRNA {iretimini saglayarak islevsel ve tam

uzunlukta SMN proteini liretimini saglamaktir [66].

1.8.2 Zolgensma

Bu ilag tasarlanirken kullanilan temel metot Adeno iliskili bir virlis olan AAV vektorii
kullanilarak gen transferi denenmis yapilan ¢aligmalar sonucunda da SMN gen ekspresyon
seviyelerinde artis oldugu gézlenmistir. AAV, basit bir protein kapsiilii bulunan tek zincirli
bir DNA viriistidiir [67]. AAV viriisiinlin avantaj1 transfer edilen genin yenilenme hizi
yiiksek olmayan karaciger, veyin, kalp, palevra ve retina gibi doku organlarda da ekspre
olmasidir [68]. Adeno Assosiye Viral Vektor (AAV), Pavoviriis ailesinin Dependoviriis
koluna bagl kiiciik, zarfsiz, tek sarmalli bir DNA viriisiidiir. 4.7 kb biiyiikligline kadar
rekombinant genom tagima kapasitesine sahiptir. Patojen 6zellik gostermemektedir. AAV in

Vivo gen transferi igin en giiglii vektor oldugu bilinmektedir [69].

AAV ile yapilan ¢aligmalarin olumlu olmasi nedeniyle SMA Tip 1 ve SMA Tip 2’li hastalar
icin tek doz AAV9 igeren Zolgensma (Onasemgene Abeparnove-xbi) isimli ilag Avexis
firmasi tarafindan gelistirilmistir. SMA Tip 1 hastalari i¢in intravenoz olarak uygulanirken,
SMA Tip 2 hastalar i¢in ise intratekal olarak uygulanmak {izere tasarlanmistir. Mayis
2019°da FDA onay1 almigtir. Mart 2020°de ise EMA onay1 almigtir. Amerika da 2 yasindan
kiicik c¢ocuklara uygulanirken Avrupa da 21 kilogramin altindaki c¢ocuklara

uygulanmaktadir [70].

1.8.3 Risdiplam

2 aydan kiigiik SMA hastalarinda oral yolla kullanilabilen ilk ve tek ilagtir. Giinde bir defa
olmak tizere ve agiz yoluyla alinmaktadir [71]. Risdiplam SMN2 genindeki splicing
mekanizmasini degistirmeyi amaglayarak SMN2 de ekzon 7°nin dahil edilmesini amaglayan
bir piridazin tiirevi ilagtir [72]. Ekzon 7’nin dahil edilebilmesi i¢in spilicing isleminin dogru
olarak gerceklesmesi gerekmektedir. SMNI1 geninde korunmus olan ESE dizisi
(CAGACAA) 7. ekzonun m RNA’ya dahil olmasini saglamaktadir. SMN2 de ise korunmus
olan dizi Urasil niikleotidi ile basladig1 i¢cin UAGACAA, ESE dizisi inaktif hale gelerek

ekzon 7°nin atlanmasina neden olmaktadir. Bu bilgiden yola c¢ikarak splicing
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mekanizmasinin diizeltilmesi dahilinde ekzon 7’nin dahil adildigi pre m RNA ve ardindan
olgun m RNA f{retilebilinecektir. Bu durumda beraberin de tam uzunlukta ve islevsel SMN
proteini tiretimini saglayabilecektir [73]. Yapilan klinik ¢alismalarda SMA Tip 1, Tip 2 ve
Tip 3 hastalarinda hareket kabiliyetlerinde iyilesmeler gozlenmistir. Faz-3 deneme
calismalarinda ise %41 oraninda iyilesme saptanmistir. Temmuz 2020 de FDA onay1

almistir. Mart 2021 de ise EMA tarafindan kullanim onay1 alinmistir [74].

1.8.4 SMN2 Geni Promotoru Uzerinde Yapilan Ekspresyon Calismalar:

Insan ve fare SMN ¢ekirdek promoterleri iizerinde yapilmis olan ¢alismaya gore fare ve
insan promoterleri arasinda yiiksek oranda benzerlik gosteren 7 bolge belirlenmistir. EkK
olarak bu bolgelerin konsensiis sekansi igerdigi goriilmiistiir. Konsensiis dizileri tiirler arasi
korunmus bolgelerde bulunan spesifik dizilerdir ve transkripsiyon faktdrlerinin baglanma
bolgelerini tanimalarina yardimer olmaktadirlar. Bu ¢aligma ile SMN2 geninin promoterin
de 7 6zel korunmus bolgedeki baslica 6nemli olan AhR, HNF-3, N-oct3 transkripsiyon
faktorlerinin kolayca baglanabilecegi konsensiis dizileri ilk kez haritalandirilmistir. Ayrica
calismadaSMN1 ve SMN2 genlerinin transkripsiyonel olarak nasil bir yapiya sahip olduklar
aciga cikarilmistir. Splicing mekanizmast konusunda Onemli bilgiler edinilmistir.
Dolayisiyla bu ¢oziilen splicing mekanizmast ve SMN2 geninin promoter bdlgesinde
kesfedilen konsesiis dizilerinin haritalandirilmasindan da yola ¢ikilarak SMN2 geninin
regililasyonunu arttirma ve dolayisityla SMN2 gen ekspresyonunu arttirarak SMA hastaligin

tedavi etmek amaciyla gesitli ¢alismalar yapilmstir [75].

Promotor calismalar1 kapsaminda, spilicing mekanizmasinin aydinlatilmasinin ardindan 7.
ekzonun dahil edilmesi amaciyla ekzon atlanmasini engelleyecek bilesikler arastirilmaya
baglanmistir. Histon Deasetilaz (HDAC) inhibitérlerinin histon asetilasyonunu saglayarak
bazi genlerin ekspresyonunu degistirebilecegi  bilinmektedir [76]. Beraberinde
transkripsiyonel faktorlerin asetilasyonunu arttirmak yoluyla da bu faktorlerin aktivitelerini
etkileyebilmektedir. Bu neden HDAC inhibitorlerinin kisa zincirli yag asitleri grubuna giren
valpronik asit kullanilmistir [77]. Valpronik asitin SMN2 geninde bulunan splicing hatasini
diizelttigi ve bunanla birlikte 7. ekzonun atlamasini 6nleyerek olgun mRNA olusumuna katki
saglayip tam uzunlukta ve islevsel SMN proteini iiretimi saglayarak SMN2 geninin protein

ve mRNA seviyesini 2 ila 4 kat arasinda arttirdig1 gézlenmistir [78]. Bunu ESE dizilerinden
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olup splicing dogrulugunu kontrol eden ve SMN transkripsiyon aktivasyonunu kolaylagtiran

Htra2-21 miktarlarini arttirmak suretiyle yaptig: diisiniilmektedir [79].

SMNZ2 geninin ekspresyonunu aktivitesini arttirabilmek ve tam uzunlukta islevsel SMN
proteini liretebilmek amaciyla piridinin ve onun aromatik bilesik tiirevleri kullanilarak
splicing hatas1 diizenlenmesi amaglanmis olup pridinin tiirevi maddeler uygulandiginda
SMN2 ekspresyonunda gesitli diizeylerde artislar gézlenmistir. Devaminda SMN proteinin
tiretimini arttiracak olan bir dizi arilpiperidinin kesfi yapilmis olup SMA hastaligi

tedavisinde umut vaad etmektedir [80].

Diger bir ¢caligmaya gore ise arastirma grubu olarak SMA Tip | ve SMA Tip Il hastalarinimn
fibroblastlar1 kullanmilmistir. Suberoilanilide hidroksamik asit (SAHA) ve yeni bir HDAC
inhibitorii olan Dacinostat’in SMN2 ekspresyonu iizerindeki etkilesimlerini karsilagtirmay1
ve beraberinde bu maddelerin SMN2’nin metilasyonu iizerindeki asetilasyon etkilerini
ortaya ¢ikarmay1 amaclayan bir ¢aligma yapilmistir. Boylelikle bu calismadaki asil amag
splicing hatasin1 diizenleyip ekzon 7’nin transkripsiyon da atlanmasini engellemektir [81].
Bu engellemenin yani sira SAHA ve Dacinostat’in etkilerinin karsilastiriimasidir. SMN
protein seviyeleri ve SMN2 mRNA protein seviyeleri, her iki tip SMA hastasi deneklerden
alan hiicrelerde oncelikli olarak her iki madde de ayr1 ayr1 denenmis olup kaydadeger
etkilere goriilmekle beraber maddeler ayn1 hiicrelere beraber uygulandiklarinda ise SMN2
ekspresyon seviyesi ve SMN proteini liretim miktariin tek tek uygulamaya nazaran diistis
yasandig1 calisma tarafindan test edilmistir. Bu durum neticesinde kombine bilesik
maruziyetleri SMN2 transkriptinde ve SMN protein miktarlarinda daha az belirgin artis
yarattig1 gozlenmistir. Sonug olarak iki bilesikte SMN2 ekspresyon seviyelerini
arttirmaktadir [82].

Baska bir calismaya gore SMA hastali§ina sahip bireylerden tiiretilen hiicrelerle hiicre kiiltiir
ortami  olusturulmustur. Olusturulan kiltiir ortaminda SMN-AS1 vyani antisens
oliigoniikleotitler (ASO’lar) ile fare merkezi sinir sistemini hedef alan bir ¢alima yapilmis
yapilan ¢alismada kaydedilen bozunma sonucu SMN ekspresyonunun arttig1 gézlenmistir
[83]. Boylelikle bir IncRNA’nin SMN2’yi transkripsiyonel olarak aktive etmesi amaglanmis
olup SMA hastaligini iyilestirmesi SMN2 ekleme modifikasyonu ile birlestirilebileceginin
ilk kanit1 olarak ortaya ¢ikmistir. Bu durumda beraberinde norojenetik hastaliklarin tedavisi

icin kombinasyonlu ASO’larin bdylece ise yarayabilecegine dair bir 151k tutmustur [84].
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SMN promotoriinde cAMP- yanit elemani- baglanma bdlgeleri goriilmektedir. Ayni zaman
da SMN2 de cCAMP-yanit elemani-baglanma olarak CREII goriilmektedir. Bu da kalitimsal
acidan SMN protein seviyesinde bir artisa neden olmamaktadir. Fakat fareler kullanilarak
tasarlanan baska bir ¢alismada ise CREBI proteininin artisinin etkileri izlenmistir [85].
Ancak yapilan ¢alismada elektroforetik mobilite kaydirma deneyi ve UV kaynakli DNA-
Protein ¢apraz baglanma deneyi yardimiyla cAMP-yanit elemani-baglanma
mekanizmasinda SMN2’ye CREII yerine CREBI baglandigi gozlenmistir. Bu da SMN
promotor aktivitesinde 4 kat artisla sonuglanmustir.Ve bu gézlem sonucunda ise gegici olarak
CREBV/I’in agir1 ekspresyonunun insan SMN2 geninin iki kopyasini ifade eden farelerde
intraperitoneal epinefrin enjeksiyonu ile yapilan uygulama sonucunda genin karacigerde tam
uzunluktaki SMN2 transkriptinde 2 kat artisa neden oldugu ve SMN promotor aktivesinde

4 kat artisa neden oldugu gozlenmistir [86].

1.9 Karaciger Kanseri ve SMN2 Geni Arasindaki iliski

Kanser tiirlerinden meme kanser tiirleri olan MCF-7 ve MDA-MB-231, ovaryum kanseri
(SKOV-3 ve NIH: OVCAR-3), prostat kanseri (PC-3) ve ciltten izole edilen normal
fibroblastik hiicreleri ile yapilan bir calismaya gore, RBM10 (RNA baglanma proteini) ile
iligkili olarak SMN2 gen ifadesinin kanser hiicre hatlarinda arttig1 belirlenmistir. Alternatif
splicing mekanizmasindan gorevli olan RBM10 proteini timor supresor 6zellikte olup
kanserli hiicrelerden ifadesinin azaldigi ve beraberinde SMN2 ifadesinin arttigi tespit
edilmistir [87].

1.10 Cahsmanin Amaci

Spinal Miiskiiler Atrofi (SMA) omurilikte yer alan alfa motor noronlarin dejenerasyonu
sonucu meydana gelen ve beraberinde simetrik kas zayifliklarina yol agan otozomal resesif
kalitsal bir hastalik olarak bilinmektedir. Diinyada Kistik Fibrozisten sonra g¢ocukluk
caginda en ikinci olarak en sik goriilen otozomal resesif kalitsal hastaliktir. Bu noromiiskiiler
hastaliga SMN1 geninde meydan gelen gesitli mutasyonlarin sebep oldugu bilinmekle bu
mutasyonlarin neden oldugu genetik mutasyon, SMN protein seviyelerinde azalmaya neden
olmaktadir ve bu azalma motor ndronlarin dejenerasyonuna, kas zayifligina ve atrofiye
neden olmaktadir. SMN geninin birbirinin homologu olan telomerik (SMN1) ve sentromerik
(SMN2) olmak tizere iki kopyas1 bulunmaktadir. SMNT1 geni islevsel ve tam uzunlukta SMN

proteini sentezlemektedir. Fakat SMA hastalarinda SMN1 geninin homozigot delesyonu s6z
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konusudur. SMN2 gen kopya sayisi ise hastaligin prognozu ve siddeti iizerine oldukga
etkilidir. SMA tedavisinde siklikla kullanilan stratejiler; SMN1 yoksunlugu gidermek,
SMN?2 kalibin1 kullanarak islevsel iiriin olusmasi i¢in diizenleme yapmak ya da SMN2 gen
kopya sayisini arttirmak olarak sayilabilir. Bu tez ¢alismasi, bu stratejilerden yola ¢ikarak
SMN2 gen kopya sayisini arttirmak prensibi tizerinden SMN2 geni promotor bdlgesi lizerine

yogunlagilmistir.

Tezin genel amaci; SMN2 gen promotor bolgesinin klonlanmasi ve transkripsiyonel

aktivitenin belirlenmesidir. Bu ¢er¢evede alt amag ve hedefler olusturulmustur.

ALT AMAC 1: Promotor bolgesinin detayli biyoinformatik analizi gergeklestirilmistir.
Biyoinformatik analiz ile genin promotor bolgesi NCBI genome walker {izerinde
belirlenerek %GC igerigi, TATA kutusu igerip icermedigi, sa¢ tokasi yapist analizleri ve
muhtemel transkripsiyon faktorii baglanma bolgeleri ceistli biyoinformatik web tabanli
araglar kullanilarak belirlenmistir. Bu bolgenin 5’delesyonlu promotor pargalarinin
klonlanmasi igin ¢esitli primer tasarimlart manuel olarak gercgeklestirilmistir. Promotor
bolgesine ait restriksiyon enzimleri kesim haritas1 Restriction mapper 3 programi
kullanilarak ¢ikartilmistir. Kesim enzimleri vektore yerlesimin dogru yonde olmasi i¢in ve
pMetLuc vektoriinde olan enzimler ile ortak olarak secilmistir. Primerlerin bas bolgelerine

kesim enzimlerinin tanima dizileri eklenmistir.

ALT AMAC 2: Calismamizda SMN2 promotoruna ait 5’delesyonlu parcalarin klonlanmasi
ikinci alt amacimizdir. Bu amag i¢in tasarladigimiz spesifik primerler kullanilarak PCR
teknigi ile ¢ogaltilmasi saglanmistir. PCR basamaginda Hep3B hiicre hattindan izole etmis
oldugumuz genomik DNA kullanildi. Jel Elektroforezi yardimi ile UV 1sik altinda
goriintiilenip elde edilmis olan bantlardan jelden DNA geri saflastirma yontemi kullanilarak
saflastirildi. Promotdr bolgelerini igerisinde bulunduran DNA igerigi ile ligasyon kuruldu.
Promotdr bolgelerini igeren ligasyon igerigimiz XL-1 Blue kompetant hiicresi kullanilarak
once pGEM-T Easy vektoriine klonlandi. Restriksiyon enzimleri yardimiyla kesilip mini

'prep plazmit izolasyon yontemiyle izole edildi. Ardindan pMetLuc vektériine alt klonlama
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yapildi. Dizi analizi ile rekombinant kolonilerin dogrulugu ve mutasyon igerip igermedigi

tespit edildi.

ALT AMAC 3: pMetLuc vektorii icerisne klonlanmis olan 5 adet promotor pargasina ait
rekombinant kolonilerden Midi prep izolasyon kiti aracilifiyla orta 6l¢ekli endotoksin free
plazmit izolasyonu saglandi. Hiicre kiiltlirii ¢alismalar1 kapsaminda, Hep3B hiicrelerine
gecici transfeksiyon deneyi kalsiyum fosfat yontemiyle gergeklestirildi. Lusiferaz ve SEAP
aktivite dlciimleri ile bazal aktivite sonuclar1 belirlendi. Ol¢iim sonugclart Microsoft Excel
programinda grafiklendirilip istatistik olarak anlamli olup olmadiklar1 yorumlandi. Sekil

1.5°de Teze ait ig akis diyagrami verilmistir.
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SMN2 Geninin Promotorunun Klonlanmasi ve

¥

[ Biyoinformatik ]

Analizler

» Promotor bélgesinin
belirlenmesi

%GC igeriginin
belirlenmesi

» Sag tokasi yapisinin
analizi

» Restriksiyon kesim

haritasinin belirlenmesi

Primerlerin manuel olarak

tasarlanmasi

Karakterizasyonu

$

Promotor bélgesinin

klonlanmasi ]

PCR tabanli promotor
bolgesinin ¢ogaltiimasi

pGEMT-easy vektor
sistemine TA strateji ile
klonlanmasi

pMetLuc vektér sistemine
alt klonlama

Dizi analizi ile
dogrulugunun teyit
edilmesi

$

[ Bazal aktivitenin

belirlenmesi ]

=

Hep3B hiicrelerinin
biyutiilmesi

Kalsiyum fosfat yontemiyle
gecici transfeksiyon

Lusiferaz aktivitesinin
belirlenmesi

SEAP aktivitesinin
belirlenmesi

Sekil 1.5: Tez kapsaminda yapilan ¢alisma basamaklarini 6zetleyen is diyagrami
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2. MATERYAL VE METOT
2.1 Kullamilan Makine ve Techizat

Tez calismasi sirasinda kullanilan arag-gerecler ve markalar1 Tablo 2.1 de gosterildigi

seklindedir.
Tablo 2.1:Kullanilan arag-geregler ve markalari
Cihazin Adx Markasi
Elektronik tarti Sartorious, Almanya
Elektroforez tanki Apelex, Ingiltere

Elektroforez i¢in gii¢c kaynagi

Consort/Ingiltere

pH metre

WTW/Almanya

Is1tic1 blok

FALC/Italya

Isitmali manyetik karigtiric

Velp Scientifica/Ispanya

Mikro santrifiij

Sigma laborzentrifiigen, Almanya

Vorteks

Elektromag/Tiirkiye

Sicak su banyosu

Elektromag/Tiirkiye

Buz makinesi

Fiocchetti, Italya

Buz dolab1 (-20) ve (+4)

Profilo/Tiirkiye

Santrifiij

Hettich Zentrifiigen, Almanya

Luminometre

Thermo

Is1 kontrollii Calkalamal1 etiiv

GFL, Almanya

Saf su cihazi

Destilasyon 3.1/ (Comecta Sa)

Otoklav Hirayama/Japonya
Sogutmali santrifiij Sigma

CO2’li inkiibator Nuair

-80 derin dondurucu Thermo

Jel goriintiileme sistemi Biomaging

Laminar air flow TelstarBIOIl/Ispanya
Mikroskop Nikon eclipse
Horizantal Calkalayici GFL/Almanya

48 well cell culture cluster costar

Petri BIOFIL
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2.2 Materyal

Klonlama teknikleri asamasinda kullanilmis olan kimyasallar ve kitler Tablo 2.2’de verildigi

sekilde kullanilmis olup Tablo 2.3 de ise bu asamada kullanilmis olan vektorler ile bu

vektorlerin temin edildigi firmalarin adlar1 bulunmaktadir. Transformasyon asamasinda

kullanilmis olan bakteri soylari ise Tablo 2.4’de gosterildigi seklindedir.

Tablo 2.2: Klonlama teknikleri asamasinda kullanilan kimyasallar ve kitler

Malzemenin Ad1

Firmanin Adi

Ligaz Tampon

Thermo Scientific

Restriksiyon endoniikleazlar (Xhol,

Hindl1I)

Thermo Scientific

T4 DNA ligaz Thermo Scientific
50 ml ve 15 ml falkonlar Isolab

Amfisilin antibiyotigi Sigma

Kanamisin antibiyotigi Sigma

LB broth MILLER

Agar caisson

Mini prep kii¢lik dl¢ekli plazmit izolasyon
kiti

MACHEREY-NAGEL

Proteinaz K Sigma
Sodyum kloriir (NaCl) Sigma
Tris Base Sigma
EDTA Sigma
Agaroz BIOMAX

Jelden geri geri kazanim Kiti

MACHEREY-NAGEL

Kuvartz 48 Kuyulu Plaka

Sigma

Etidyum bromiir

Sigma

Tag polimeraz

Thermo Scientific

Tag+KCI tamponu

Thermo Scientific

MgCl; Fermantes
6X ylikleme boyasi BioLabs
Sature Amonyum asetat (NaAc) Sigma

Midi prep izolasyon Kiti

MACHEREY-NAGEL
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Tablo 2.2°nin devami: Klonlama teknikleri asamasinda kullanilan kimyasallar ve kitler

dATP, dTTP, dGTP, dCTP BioLabs

DMEM Sigma

FCS Sigma

PBS Sigma

FastDigest Yesil Tampon Thermo Scinetific

Tablo 2.3: Klonlama teknikleri asamasinda kullanilan vektorler ve temin edikleri

Vektoriin Adi Temin Edilen Firmanin Adi
pGEMTeasy Promega

pMetLuc Reporter Clontech Laboratories
pMetLuc Kontrol Clontech Laboratories
Seap-2 Kontrol Clontech Laboratories

Xmni 2009

174
Scal 1820 el 2707 [ b et
I\m—.; 2701 A;'):’!I 14
, Aath 20
f1 ori Sphi 26
BatZl | 31
hical 37
i BatZl | 43
AR : o Notl 43
pGEM*-T Easy facZ 3;,1;.:5 “g
Vector ¥ EcoRt | 52
{3015bp)
Spal 64
EcoRi | 70
Noti 7
Bt 7l 77
Psti 28
an Sall a9
Mdel a7
Sacl 102
BatXli {118 3
Mt 127
141 £
T sps 5

Sekil 2.1: pGEM-T Easy vektoriiniin sematik gosterimi.
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Notl WSS Mes
[4948] {245-264)

BamHl|
{481]

f1
ori
SEAP

pSEAP2-Control
Ampr 5.1 kb
SV40
Asel svao P°V4 Xbal
{3623 pUC  enhancer {1794)

ori

BamH]

TB = Transcription blocker (4302)

Sall
12308}

Sekil 2.2: SEAP2 vektoriiniin sematik gosterimi.

le
Agel
676)
i
Secreted e
pMetLuc- Metridia
COntroI Luciferase
4624 bp Notl
(1283)

Kan/
Neo

Sekil 2.3: pMetLuc Kontrol vektoriiniin gematik gdsterimi.
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MCS |

1
| Bglit Szl
Xho! Sacll
Sacl Apzl
Hindlll BamHI
\Ech.l Agel
Pstl
,/'/_{l/ \
TRcmmd \/ Nozl
rase =

Reporter

4090 bp /

etLuc- |

Sekil 2.4:pMetLuc Reporter Gosterimi.

Tablo 2.4:Transformasyon basamaginda kullanilan bakteri soylart.

Bakteri suslari Genotip

DH5- « DlacZ AM15 A(lacZY A-argF) U169
recAl endAl hsdR17(rK-mK+) supE44
thi-1 gryA96 relAl

XL-1 Blue recA endA gyrA96 thi-1 hsdrl7 supE44
relAllacgryA96[F’proAB laclq ZAM15
Tn10(Tetr)]

Tablo 2.5: Hiicre Kiiltiir basamaginda kullanilan kimyasallar ve kitler.

Malzemenin Adi Firmanin Adi
FCS (Fetal Sigir Serum) Sigma

50 ml ve 15 ml Isolab

Tripan Mavisi Sigma
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Sigma
Medium)

Pbs (Fosfat Tampon Soliisyonu) Sigma

Bovin serum albumin Sigma

0.22 mikron filtre Sartorius

10 ml ve 25 ml Serolojik pipetler Isolab
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Tablo 2.6:Kullanilan hiicre hatt1 ve elde edilmis oldugu kaynak.

Hiicre Adi Temin Edilen Kaynak
Hep3B (Human Hepatoma Cell Line) Dr. Dipak Ramyji, Cardiff Universitesi,
Ingiltere

2.3 Klonlama ile lgili Teknikler

2.3.1 Biyoinformatik Analizler

SMN2 geninin mRNA 6zellikleri, baglama ve bitis kodonlari, ekzon ve intron bolgeleri ve
SMN2 genine ait promotor par¢alariin muhtemelen bulunan bdlgelerini belirlemek igin
https://www.ncbi.nlm.nih.gov adresi tiizerinden analiz edildi. 5 promotor parcasinin
konstraktlarinin olusturulmasi1 amaciyla manuel olarak dizayn edilmis olan primerlerin
spesifik olup olmadigini https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi adresi iizerinden kontrol
edildi. Restriksiyon mapper version 3 programi kullanilarak restriksiyon haritas: belirlendi.
Promotor bolgelerinde bulunan % GC oranin belirlenmesi
isehttps://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/femboss_needle/ adresi tizerinden yapildi.
http://www.mfold.rna.albany.edu/?q=mfold/DNA-Folding-Form  adresi  kullanilarak
olusturdugu sekonder yapilarin analizi yapilarak bu bdlgeye baglanabilecek muhtemel

transkripsiyon faktorleri ise Mathinspector programi kullanilarak belirlendi [88].

2.3.2 Hiicreden Genomik DNA izolasyonu

Tablo 2.7°de hiicreden genomik DNA izolasyonu i¢in kullanoilan ¢6zelti ve igerikleri
verildigi gibidir.

Tablo 2.7: Hiicreden genomik DNA izolasyonu i¢in kullanilan ¢ozeltiler

Cozelti Adx Cozelti Icerigi

Proteinaz K 0.01 g proteinaz K 1 mL dH20 da ¢oziiliir ve -20 °C
de saklanir.

Sature Amonyum Asetat 74 g NH4Ac, dH20 ile 100 mL tamamlanir. Yaklagik

40 °C manyetik karistirici da ¢oziiliir. Filtrasyon ile
steril edilip +4 °C de saklanir.

Niiklei Lizis Tampon 10 mM Tris Base, 400 mM NaCl, 2 mM Na;EDTA
(pH:8.2) 20 dakika 121 °C’de 1,02 atm basingta
otoklav da sterilizasyon yapildiktan sonra +4 °C ‘de
saklanir.
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Genomik DNA izolasyonu i¢in Hep3B hiicre hattindan izolasyon yapildi.
Hiicresantrifiijlenerek ¢oktiiriilerek pelet elde edildi. Hiicre peleti 1.5 mL’lik ependorflara
alinarak tizerine 1 mL distile su ilave edildi. Ependorflar 5 dk boyunca alt st edilerek
calkalama islemi yapildi. 10 dk 13.500 rpm’de santrifiij edildi. Ust kisim uzaklastirildi.
Hiicreler tam olarak ¢okmedigi i¢in tekrar 10 dk 13.500 rpm’de santrifiij edildi. Siipernatant
uzaklastirildi. Yeterli pelet elde edildi. Pelet iizerine 250 uL niiklei lizis tamponundan
eklenildi. 20 pL proteinaz K ilave edildi. Ek olarak %10’luk SDS’ten 20 puL eklendi. 3-5
dakika alt iist edilerek calkalandi. Oncesinde 72 °C’ye 1sitilan su banyosunda 10 dk
inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonunda 175 pL doymus amonyum asetat eklendi.
Ependorflar 3-5 defa alt iist edildi. Oda sicakliginda 15 dk bekletildi. Ardindan 13.500
rpm’de 20 dk santrifiij edildi. Siipernatant kisim steril bir mL’lik ependorfa alindi.
Ependorflarin tizerine iginde bulunan s1vi miktarinin 2 kat1 oraninda absolu etanol eklemesi
yapildi. Ependorf 3-5 defa alt {ist edilmek suretiyle ¢alkalandi. Ardindan gézlem yoluyla
DNA’nin belirmesi yapildi. 13000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi. DNA’nin ¢6kmesi saglandi.
Stipernatant kisim atilarak ¢okelti lizerine 250 pL %75 etanol ilave edilip yikma iglemi
yapildi. 13000 rpm’de 10 dk santrifiij yapildi. Ve ist kisim uzaklastirilarak DNA hava
ortaminda kurutuldu. Son asama olarak 50 pL steril saf su suda mikropipet yardimiyla

coziilerek eliisyon alindi. 5 tiip elde edildi. -20 °C dondurucuda sakland1 [88].

2.3.3 DNA Miktarmin Spektrofotometrik Olarak Belirlenmesi

Izole etmis oldugumuz genomik DNA mikrodrop sistemi kullanilarak Azeso Ve Azgo dalga
boylarinda absorbans alindi. Spektrofotometreye ait cihaz da sectigimiz kuyulardan ilkine
kor olarak 2 pL saf su ekledik diger kuyucuga ise hiicreden izole ettigimiz genomik
DNA’dan 2 pL ekledik ve o6l¢iim alindi. Genomik DNA miktar1 belirlemek amaciyla
asagidaki formiil kullanilarak DNA konsantrasyonu hesaplandi [89].

DNA Miktari= (Ornek-Kér) x 50 x 20,408= pg/ml DNA
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2.3.4 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Tablo 2.8: Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)’da kullanilan ANTP karisiminin

hazirlanisi.

Malzemenin Adi

Hazirlanmisi

dNTP Karisimi (10 mM)

Her bir niikleotitten (dATP, dCTP, dGTP,
dTTP) 10 uL alinarak steril su ekleyip 100
uL ye tamamlanir.

PCR son hacim olarak 50 pL olacak sekilde hazirlandi. PCR tiipii igerisinde

gerceklestirdigimiz reaksiyon igerigi ise; 100 pmol/pL olarak sulandirilmis olan SMN2

promotor primerlerden 1uL olacak sekilde kullanildi.1 ve 2 mM olacak bi¢imde MgCl

konsantrasyonlar1 denendi. En son olarak 2 mM MgCl; kullanildi. Taq+ KCI tamponundan

5 uL ve 10 mM dNTP stogundan (Tablo 2.8) ise 1 puL kullanildi. Hiicreden izole ettigimiz

genomik DNA ’dan (100 ng/uL) 1 uL ve son olarak da 0.5 uL Taq Polimeraz enziminden

kullanild: [88].

Tablo 2.9: SMN2 Promotoru PCR dongii kosullar
Baslangi¢ denatiirasyonu 95°C 5 dk 1 dongii
Denatiirasyon 95°C 45sn
Primer Baglanma 58°C 45sn 35 dongi
Uzama 72°C 45sn
Son uzama 72°C 10dk 1 dongii

2.3.5 Agaroz Jel Elektroforezi Uzerinde DNA’nin Gériintiilenmesi

Tablo 2.10°de bu asamada kullanilan ¢ozeltiler ve kimyasallar verilmistir.

Tablo 2.10: Agaroz jel elektroforezi sirasinda kullanilan ¢6zeltiler ve kimyasallar.

Cozeltinin Ad1 Hazirlanis1
5X/L TBE Tamponu 54 g Tris Base, 27.5 g Borik Asit 20 mL 0.5 M EDTA
pH:8.0 (pH:8) tartilir. Uzeri su ile 1 L tamamlanur.

DNA ladder 500uL DNA
ladder (0.5 pg/uL)

100 uL. DNA ladder (50ug) (1 hacim), 200 uL yiikleme
boyast (2 hacim) 200 pL steril suda (2 hacim) ¢oziiliir.

%1’lik Agaroz Jel

Tartilan 0.5 g agaroz 50 mL 0.5X TBE tampon igerisinde
¢Oziiliir. Daha sonra 40-45 °C aras1 soguduktan sonra 2.5
uL etidyum bromiir eklenerek tanka dokiiliir.

Et-Br Stok Sollisyonu
(10mg/ml)

10 mg/mL olacak sekilde steril distile su ile hazirlanir
ve 151k gecirmeyen koyu bir sisede muhafaza
edilmelidir.
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DNA elektroforezi i¢in kullanilan taraklara uygun olarak yatay jeller kullanildi. Kullanilan
jelleri elde etmek amaci ile %1°lik jel dokiildii. %1°lik jel icin BIOMAX den alinmis olan
agarozdan hassas terazi yardimi ile 1 gram tartildi. Onceden hazirlanmis olan 0.5X TBE’den
100 mL meziir yardimiyla dl¢iilerek agoroz ile beraber 250 mL’lik beher igerisinde ¢oziildii.
3 dk mikrodalga firinda kaynatildi. 15 dk steril kabin icerisinde uygun kivama gelene kadar
bekletildi. Karisim iizerine 2.5 pL etidyum bromiir eklendi. Tanka dokiilerek jel steril kabin
icerisinde sogutuldu. Ornekler yiiklenerek 90 V elektrik akimi ile 40 dk boyunca 6rnekler
yuritildii. DNA’y1 goriintiilemek icin orneklere 6X yiikleme boyasi eklemesi yapildi.
Klonlama ¢alismalarinda kullanilan agaroz jelin son konstrasyonu %0.8, %1 ve %2 olacak
sekilde kullanildi. Promotor parca biiyiikliiklerine gore konsantrasyon belirlendi.
Elektroforezde ayrisan DNA pargalarinin biiyiikliigiiniin tayin edilmesi i¢in marker olarak1
kb DNA marker ve 100 kb DNA marker yardimi ile kiyaslama yapildi. Jel Elektroforez
sonuglar1 bilgisayarli sistem ile goriintiilenerek fotograflar1 alindi. DNA bantlar1 UV

transilluminator tizerindegdriintiilendi [88].

2.3.6 Jelden DNA’y1 Geri Saflagtirma

Bu basamakta Thermo Scientific marka GeneJet Gel Extraction Kiti kulllanildi. Oncellikle
PCR sonucunda elde edilmis olan ve jel Elektroforezinde goriintiilenmis olan igerisinde
DNA igerigi barindiran bantlar, fazla UV 1s1ga fazla maruz birakmamak sartiyla UV 151k
altinda ince bir hat olusturacak sekilde kesildiler. Daha sonra O6nceden hassas tart1 ile
tartilarak agirliklar: belirlenmis olan 2 mL ependorflarin icerisine alinarak tekrar tartimlari
gerceklestirildi. Ardindan yapilan basit bir ¢ikarma islemi ile i¢erisine DNA pargalari i¢eren
ependorflarin tartim sonundan bos iken elde edilen tarttim sonucu ¢ikarildi. 2 mL
ependorflarin igerisine aradaki fark oraninda kit de belirtildigi sekliyle Binding Buffer
eklendi. Onceden 60 °C sicakliga getirmis oldugumuz su banyosunda 10 dK inkiibasyona
birakildi. Jelin tamamen erimesi saglandi. Eriyen soliisyondan kit igerisindeki kolona 700
uL hacminde eklendi. Kolon 1 dk boyunca 13.500 rpm*de santrifiij edildi. Bu islem soliisyon
bitene kadar tekrar edildi. Kolon altinda biriken siiziintii atildi. Ayni1 kolon igerisine 700 uLL
yikama tamponu eklendi ve 1 dk 13.500 rpm de santrifiij edildi. Kolonun altinda kalan
stiziintii uzaklastirildi. 2dk boyunca kolon bos bir sekilde santrifiij edildi. Kolon tizerine 50

25



uL saf su eklenerek 2 dk beklendi ve 1 dk 13.500 rpm de santrifiij edildi. Boylece saf su

kullanilarak eliisyon alinmis oldu [89].

2.3.7 Ligasyon

Jelden saflagtirma yolu ile geri kazandigimiz promotdr pargalarinin 3’ ucuna kullandigimiz
Taq Polimeraz enzimi poliA kuyrugu eklemesinden dolay1 lineer bir vektdr olan ve 3’
ucunda PoliT kuyrugu bulunduran pGEM-T Easy (Promega) vektoriine ligasyon araciligi ile
klonlama islemi gerceklestirildi. PCR iiriinlerinin pGEM-T Easy vektoriine ligasyonu igin
son hacim 20 pL olacak sekilde hazirlandi. Ligasyon igerigi olarak 100 ng/uL jelden
kazanilmig olan DNA ‘dan 15 pL, 10X ligasyon tamponundan 2 pL, 50 ng/uL p GEM-T
Easy vektoriinden 2 pL ve 3U/uL’lik T4 DNA ligaz enzimindenl pL olacak sekilde
reaksiyon kuruldu. 16°C de 16 saat inkiibasyona birakildi. pMetLuc (CLONTECH)
vektoriine alt klonlama yapmak i¢in spesifik enzimlerle kesilmis promotor fragmentleri 20
pL’lik son hacimde reaksiyon ortamina,DNA pargasi yani klonlanmak istenen SMNZ2
promotor gen pargast (insert), pMetLuc vektorii (minimum 3/1 oraninda olacak sekilde) ile
1X T4 DNA Ligaz tamponu, 0.3 U/uL T4 DNA ligaz enzimi eklenerek 16 °C ayarlanmis
olan PCR cihazi iginde bir 16 saat inkiibasyona birakilmistir [88].

2.3.8 Kanamisinli ve Amfisilinli Nutrient Broth ve Agar Petrilerinin Hazirlanmasi

LB agar iiretici firma tarafindan belirlenen miktarda su da ¢oziilerek hazirlandi. Sterilizasyon
i¢in 121 °C 20 dk otoklavlandi. Ilk olarak 50 °C’ye kadar sogumasi beklendi ve sonrasinda
50 mg/mL Kanamisin stogundan son konsantrasyonu 50 mg/mL olacak sekilde ayarlandi.
Yine ayni sekilde 100 mg/mL olan Ampisilin stogundan yine son konsantrasyon 50 mg/mL
olarak eklendi. Kopilirmeyi engelleyecek sekilde karigmasi saglandiktan sonra bek alevi
yanindan uzaklagsmadan petri kaplarina dokiilerek polimerlesmesi saglandi. Petrilerin etrafi
parafilmlendikten sonra petriler ters cevrilerek 1siktan muhafaza olacak bir sekilde +4 °C
saklandi. Nutrient Broth firmanin belirledigi miktarda hassas terazide tartilarak 1 litre su da

¢oziildii ve 121°C’de 20 dk otoklavlanarak sterilizasyon saglandi [88].

26



2.3.9 XL-1 Blue Hiicrelerinin Kompetant Hiicre Haline Getirilmesi

Klonlama asamasinda kullanilacak olan XL-1 Blue bir gece 6nceden 10 mL LB siv1 besiyeri
icerisine tek koloni ekimi yapilmak suretiyle 37 °C’de 16 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonras1 100 mL taze LB besiyeri igerisine inkiibe edilen 10 mL besiyerinden 5 mL alinip
ilave edilerek inokiile olmasi saglandi. OD degeri 0.5-0.6arasinda bir degere ulastiginda
bakteri siispansiyonu 50 mL falkonlara alinip +4 °C derecede 3000 rpm de 5 dk santrifiij
edildi. Siipernatantin uzaklastirilmasimin ardindan bakteri siispansiyonu ile es hacim de
olacak sekilde 0.1 M kalsiyum kloriir ¢ozeltisinden eklendi. Pastér pipeti yardimiyla
dikkatlice pelet ¢oziildii. Buz tizerinde 25 dk bekletildikten sonra 3000 rpm de +4 °C de 5
dk santrifiij edildi. Siipernatant uzaklastirilarak hiicre peleti baslangi¢c hacminin onda biri
orani kadar 0.1 M kalsiyum kloriir igerisinde tekrar ¢oziildii. 1 ila 4 saat araliginda buz
tizerinde bekletildi. Es hacim de %40°lik gliserol ekleyip dikkatlice karistirildi. Buz {izerinde
bekletilmis olan 2 mL ependorflara dikkatlice paylastirildi. — 80 °C ‘de saklandi [88].

2.3.10 Transformasyon

Her promotor pargasi i¢in ayri ligasyon reaksiyonu kuruldu. Her bir ligasyon i¢in ayr1 ayri
amfisilin LB Agar petri hazirlanip kenara birakildi. XL-1 Blue kompetant hiicreler -80 °C
dereceden dikkatle ¢ikarilarak buz tizerinde yaklasik 20 dk ¢6ziinmesi beklendi. Sonrasin da
200 puL kompetant hiicre buz iizerinde sogutulan ependorfa alindi. Uzerine ise 5 pL
transforme edilmek istenen plazmit eklendi. Daha sonra buzda 40 dk inkiibe edilerek
hiicreler 42 °C su banyosunda 2 dk bekletildi ve 2dk buz tizerinde bekletilerek 1s1 soku
yapildi. Ist sokunu tamamlamis olan hiicrelere, 37 °C’ye 1sitilacak olan LB medyumdan 800
uL eklenerek galkalamali inkiibatdrde 2 saat bekletildi. Iki saatlik siire esnasinda Ampisilinli
petriler i¢in Mavi-Beyaz koloni se¢ebilmek amaciyla Ampisilinli petriler 6ncelikli olarak
bek alevinin yaninda bir siire bekletildiler. Once 40 mg/mL XGAL’den 40 uL olacak sekilde
petriye eklendi ardindan es hacimde 100 mg/mL IPTG’den 40 pL olacak sekilde eklendi.
Eklenen maddelerin petri tarafindan emilimi igin petriler ters ¢evrilerek 15 dk inkiibatdrde
bekletildi. Iki saatin ardindan ¢ogalan kiiltiir 5 dk 5000 rpm’de santrifiij edildi. Siipernatant
uzaklastirilarak pelet 100 uL. LB medyumda ¢6ziildii ve bek alevi yaninda plastik steril 6ze
ile petriye yayilma islemi yapildi. 15 dk siireyle inkiibatorde diiz olarak bekletildi.
Hiicrelerin biiyiimesi i¢in siire sonunda petriler ters gevrilerek 37 °C 16 saat inkiibatorde
inkiibasyona birakildi. Antibiyotik araciligiyla secilimi yapilacak olan petri icinde olusacak

kolonilerinden beyaz koloniler segilerek izole edildi. pMetLuc vektorii kullanildiginda ise
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Kanamisinli petri kullanildig1 i¢in mavi beyaz koloni se¢imi yapilmadi. Mavi-Beyaz koloni
secimi basamagi haricinde transformasyon basamaklar1 ayni sekilde izlendi ve olusan

koloniler izole edildiler [88].

2.3.11 Gliserol Stok Hazirlama

100 pg/mL Ampisilin igeren LB medyuma tek koloni ekimi yapildi ve 6n kiiltiir olusturuldu.
%40’luk steril gliserol ¢ozeltisi hazirlandi. Bek alevinden uzaklasmadan es hacim de 6n
kiiltiir ve %40°luk gliserol ¢ozeltisi 2 mL ependorflara paylastirilip saklanmak tizere -80 °C
dereceye kaldirildi. Uygulanan basamaklar 30 pg/mL Kanamisin igeren LB mededyuma tek
koloni ekimi yapilan 6n kiiltiirde de tekrarlandi [88].

2.3.12 Restriksiyon Endoniikleaz Kesimi

Son hacim 50 pL olacak sekilde 4.4 puL plazmit, Thermo Scificient’den temin edilmis olan
Fast Digest Xhol ve Hind3 enzimleri 1 U/uL, Fast Digest Yesil Tampon’dan 5 pL eklendi.
Son olarak 38.6 pL steril su ilave edilerek reaksiyon hacmi 50 pL ‘ye tamamlandi. 37 °C’de
16 saat boyunca birakildi [88].

2.3.13 Kiiciik Olcekli Plazmit izolasyonu

Miniprep DNA izolasyonu yapmak amaciyla MACHEREY-NAGEL’den temin edilen
NucleoSpin Plasmid Isolation Kit kullanildi. Kit tarafindan belirlenmis olan oranlara gore
ubir gece boyunca 37 °C ¢alkalamali etiiv de inkiibe etmis oldugumuz 6n kiiltiir 10.000 g
de, +4 °C 5 dk santrifiij edildi. Stipernatant kisim dikkatlice uzaklastirilarak 250 uL tampon
Al pelet iizerine eklenerek pelet ¢oziildii. 250 pL A2 Soliisyonu eklendi ve 5-6 defa alt {ist
edildi ve rengi maviye doniistiiriildii. Ardindan oda sicakhiginda 5 dk bekletildi. Bu
asamadan sonra lizis gerceklestirilerek siimiiksii bir yap1 olugmasi saglandi. 300 uL A3
Soliisyonu eklendi ve nétralizasyon saglandi. 13.500 rpm de 10 dk santrifiij edildi.
Stipernatant kismi pelete dokunmadan 700 pL olacak sekil dedikkatlice alinarak kolona
eklendi. 13.500 rpm’de 1dk santrifiij edildi. Bu islem siipernatant bitene kadar tekrarlandu.
Yikama tamponundan 500 pL eklendi, 13.500 rpm de 1 dk santriflij ve boylece yikama
islemine baslandi. Ardindan 2. yikama tamponu 600 uL eklendi ve 13.500 rpm de 1 dk
santrifiij edildi. Kolon 13.500 rpm de 2 dk bos bir sekilde santrifiij edildi. Son olarak kolon
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temiz bir ependorfa alind1 ve 50 pL ve 35 puL steril su icerisinde 1. ve 2. eliisyonlar alind1
[88].

2.3.14 Orta Olgekli Plazmit izolasyonu

Orta 6lgekli plazmit izolasyonu yapilmadan 6nce kolonilerin rekombinant olup olmadigi BM
labosis dizi analizi firmasma gonderilerek tespit edildi. Biiylik miktarda ve transfekte
edilebilecek saflikta rekombinant plazmit DNA izolasyonu i¢in midiprep Kkiti olarak
MACHEREY-NAGEL’den alinmis olan NucleoBond Xtra EF Plasmid Purification Kit
kullanildi. Kit protokoliine uygun davranilarak gerekli konsantrasyonda secici antibiyotik
iceren 10 mL LB besiyeri igerisine tek koloni ekimi yapildi. Bu besiyeri 37 °C 16 saat
calkalamali etiivde inkiibe edilmek tizere birakildi. 16 saatlik siire sonunda baslangig kiiltiirii
1/500-1/1000 arasinda segici antibiyotik igeren LB medyumda dilue edildi. Yiiksek kopyal
plazmitler i¢in 100 mL medyum kullanildi. Yine 37 °C 16 saat inkiibe edildi ve bakterilerin
biiytimesi beklendi. Bakteriler yeterli OD degeri 0.5-0.6 araligindaki bir degere ulastiginda
ise sonrasinda +4 °C’de 5000 rpm’de 20 dk santrifiij yapildi. Sonrasinda siipernatant
uzaklastirilmis olup 8 mL Resuspension soliisyon eklenerek ¢oziilmesi saglandi. Lys-EF
tampondan 8 mL eklenip, 5-6 defa alt st edildi. 5 dk oda sicakliginda bekletildi. Kit
tarafindan Onerilen filtre temiz bir falkona yerlestirildi. Pastor pipeti yardimi ile EQE-EF
tampondan 15 mL eklemek suretiyle filtre islatildi. 5 dk oda sicakliginda bekletilen
¢ozeltimizin tizerine 8 mL Neu-EF tampondan 8 mL eklendi. 5-6 dk alt iiste edilerek renk
degisimi gozlendi ve 5 dk buz lizerinde inkiibe edildi. 15 dk siiresince 5000 rpm de santrifiij
edildi. Elde edilen siiziintii damla damla olacak sekilde 6nceden 1slatilmis olan filtre {izerine
eklenip siiziilmesi beklendi. Siiziintii uzaklastirildi. Filtre iizerine 5 mL FIL-EF Tampon
kolona eklendi, siiziilmesi beklendi ve siiziintii uzaklastirildi. Kolon igerisinden fitre kismi
¢ikarildi. Filtresiz kolon iizerine 35 mL ENDO-EF tampon eklenip, siiziilmesi beklendi ve
stiziintii uzaklastirildi. 15 mL Wash-EF Buffer eklenip siiziilmesi beklendi ve siiziintii
uzaklastird1. Kolon temiz bir falkon tiipe alind1. Onceden su banyosun da 50 °C 1s1t1lmis olan
5 mL ELU-EF tampon eklenerek konsantrasyonu o6l¢iildii. 5 mL eliisyon i¢in 3.5 mL
izopropanol olacak sekilde, eliisyona eklendi. Sivi enjektore aktarip yavas yavas kuvvet
uygulamak suretiyle siiziintii alindi. Filtreden mevcut alkolii uzaklastirmak amaci ile filtre
ve pistonu ¢ikarip tekrar takip kuvvet uygulandi ve bu islem alkol uzaklastirilana kadar
devam edildi. %70 Endotoksin Free Etanol’den 2 mL enjektore aktarilip yavas yavas kuvvet

uygulayarak siizlintli uzaklastirildi. Son olarak finalizator kuru bir enjektore takilarak yavas
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yavas kuvvet uygulanarak hava gegisi saglanir ve bu islem var olan tamamen

uzaklastirilincaya kadar devam edildi. Filtre 1 mL’lik enjektore takilarak eliisyon alind1 [88].

2.4 Hiicre Kiiltiirii ile iliskili Teknikler
Hiicre kiiltiiri ile ilgili ¢alismalarda kullanilan kimyasal maddeler ve temin edildikleri
firmalarin adlar1 Tablo 2.5 ‘de 6zetlendigi gibi olup hiicrelerin biiyiitiilmesi ve pasajlanmasi

islemlerinde kullanilan ¢ozeltiler Tablo 2.11 de gdsterildigi gibidir.

Tablo 2.11: Hiicre Kiiltiirii ¢aligmalarinda kullanilan ¢ozeltiler.

Cozeltinin Ad1 Hazirlamis1
Tripsin-EDTA 0.29g EDTA
0.25 g tripsin

100 mL su igerisinde 1X PBS ¢oziiliir.
0.22 pL filtre yardimiyla siiztldd.

-20 °C’de saklanur.

1X PBS Belirtilen miktar da PBS tableti su
icerisinde ¢oziillip hazirlanir.

21 dk 121°C’de otoklavlanarak steril edilir.

2.4.1 Hiicre Kiiltiirii Besiyerinin Hazirlanmasi

Bu basamak da hiicre kiiltiiri deneylerinde kullanilmis olan hiicre hatlar1 i¢in ticari olarak
Sigma’dan alinan DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) kullanilmig olup besiyeri
igerisinde %10 FCS (Fetal Sigir Serum) bulunracak sekilde kullanildi [88].

2.4.2 FCS veya FBS (Fetal Sigir Serum)’nin Hazirlanmasi

[k kullanimindan 6nce stok serum 56 °C 1 saat boyunca 1s1 ile inaktive edildi. Sterilizasyon
amaciyla 0.22 pL’lik filtreden gegirildi. Sonrasinda kullanim gerceklestirildi ve -20 °C
sakland1. Gibco firmasindan temin edilen FCS (Fetal Sigir Serum), +4°C de bir gece
bekletilerek eritildi. Ardindan 56 °C 1 saat 1s1 ile inaktive edildi [89].

2.4.3 -80°C Derin Dondurucuda Saklanan Hiicrelerin Acilmasi
Oncesinde 37°C ayarlanarak 1sitilan su banyosunda ¢alismada kullanilacak olan FCS ve

DMEM ssitildi. Steril kabin hiicre hatt1 ile ¢alisilmaya baglanmadan en az yarim saat 6nce
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calistirildi. Kabinin igerisi %70’lik teknik alkol ile silindi. Daha sonra FCS ve DMEM’in dis
yiizeyleri de %70’lik teknik alkol kullanilarak silindi ve steril kabin icerisine alindi. 45 mL
DMEM igerisine 5 mL FCS eklenerek medyum olarak kullanilmak iizere %10’luk FCS’li
DMEM hazirlandi. -80 °C derin dondurucudan ¢ikarilan Hep3B hiicre hatlari su banyosunda
cozlinmesi saklandiktan sonra pastor pipeti aracilifi ile 50 mL’lik falkon igerisinde
hazirlanmis olan medyum igerisine aktarildi. 5 dk 1000 rpm de santrifiij edildikten son
siipernatant kismi uzaklastirilarak dipte kalan hiicre peleti pelet durumuna gore belli bir
miktar taze hazirlanmis medyum igerisinde ¢oziilerek esit oranda petrilere dagitildi.
Dagitilan hiicrelerin durumuna gore ise kalan miktar medyumla beraber 10 mL’ye
tamamlandi. Hiicreler %5 oraninda karbondioksit igeren 37 °C sicakliktaki inkiibatorde

biiytimeye birakildi [88].

2.4.4 Hiicrelerin Pasajlanmasi

Petri igerisinde bulunan hiicrelerden %80 oraninda doluluk oranina ulasan hiicreler
pasajlandi. Petri icerisindeki medyum steril kabin igerisinde falkona aktarilarak 1000 rpm
de 5 dk santrifiij edildi. Ustte kalan medyum uzaklastirildi. Dip de kalan pelet ise taze
hazirlanan %10’luk FCS’li DMEM igerisinde ¢oziildii. Esit hacimde steril petrilere dagitildu.
Hiicre durumuna miktar durumuna gore taze medyum kullanilarak son hacim 10 mL’ye

tamamlandi [88].

2.4.5 Hiicre Sayimi yapilmasi

Yeterli miktarda hiicre ile Transfeksiyon deneyi kurabilmek i¢in Brom Fenol Mavisive
Toma Lami yardimiyla hiicre saymmi yapildi. Steril kabin igerisinde petri igerisindeki
medyum uzaklastirildi. Petri igerisine 2.5 mL PBS eklenerek yikama yapilarak icerik
uzaklastirildi. Petri igerisine 2.5 mL Tripsin EDTA eklenerek 5 dk inkiibator icerisinde
inkiibe edilerek hiicrelerin kalkmasi saglandi. 5 mL FCS’li DMEM eklenerek inaktive edildi.
15°1ik falkona alind1. 1000 rpm de 5 dk santrifiij edildi. Ust taraf uzaklastirildi. Dip kisimda
kalan pelet miktarina gére 8 mL FCS’li DMEM ile ¢6ziildii. Cozdiigiimiiz hiicrelerden 1 mL
alip bir ependorf igine ayrildi. Daha sonra ayr1 bir ependorf da 30 pL Brom Fenol
Mavisinden 30 pL de alarak ependorf igerisinde pipetaj yaparak karigmasi saglandi. Sekil

2.6’da gosterilmis olan Onceden hazilanmis Toma Lami igerisine karisimdan 10 pL
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eklenerek boyandi. Mikroskop altinda yapilan gbzlen sonucu 1 mL ‘ye diisen toplam hiicre

say1st agagidaki formiil kullanilarak hiicre sayimi yapildi [88].

Toplam Hiicre Sayisi= (Hiicre Sayis1) x 2 x 10000

T
IT

EEME
1T
3111
1

Sekil 2.5:Toma Lami goriintiisii.

2.4.6 Transfeksiyon Calismalar

Tablo 2.12: Transfeksiyon basamaginda kullanilan ¢6zeltiler ve kimyasallar

Ad Icerik Marka

2 mM Kalsiyum Kloriir 14.7 g tartilarak 50 mL saf su J. T Baker
icerisinde ¢oziiliir. Otoklav isemiyle
steril edilerek filtreden gegirilir. +4 °C
de saklanir.

2X HEPES 1g Hepes tartilir, 1.6 g NaCl tartimi Sigma
yapilir ve bir miktar su icerisinde
¢oziliir. Balon joje yardimi ile 100
mL su le tamamlanir. Steril kabin
igerisinde 0.22 mm’lik filtreden
gecirilerek steril edilir.

Ready to glow Dual Secreted | 10X Substrat stok soliisyon, Clontech
- Reaksiyon Tamponu 5X, 1X’e Laboratories
™ ’
Reporter Assay Kiti sulandirilir. Seap Substrat Soliisyonu
Seap Midi prep izolasyon kiti kullanilarak | MACHEREY -
hazirlandi. NAGEL

100X Fosfat (PO4) Tampon | 70 mM NaxPO4 ve 70 mM NaH2POs | Merck
birebir oraninda karigtirilir. Su ile
¢cOzulir.
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Tablo 2.12’de transfeksiyon ¢aligmalarinda kullanilan ¢ozelti ve kimyasallar 6zetlenmistir.
Bu c¢alismada 6ncelikli olarak Hep3B hiicreleri her kuyucuga 60.000 hiicre diisecek sekilde
48 kuyulu plakaya paylastirildi. Bir gece boyunca inkiibatorde bekletildi. 5 konstraktin her
biri i¢in liger tekrar yapilmis olup bu amag¢ dogrultusunda her bir promotor parcasi i¢in ayri
ayr1 olmak tizere 250 uL HEPES ve 7.2 puL Fosfat 15 mL’lik falkon igerisinde karistirildi.
Diger bir 15 mL’lik falkon igerisinde ise 40 pL Seap (1000 ng/uL), 30 uL kalsiyum klortir,
1 uL DNA (500 ng/uL) ve son olarak 179.2 uL su tamamlanarak iki tiipiin de son hacmi
birbirlerine esitlenip HEPES-Fosfat karistmi DNA igeren tiipiin igerisine pastor pipeti
aracilig1 ile kabarcik olusturmak suretiyle Mikropipet araciligi ile igeriginde DNA bulunan
karisim damla damla eklendi. Presipitasyon igin steril kabin igerisinde bir saat beklenir. Bir
saat sonunda steril kabil igerisin de 48 kuyuya sahip plaka igerisinde bulunan hiicrelere her
kuyucuga 128.6 puL transfeksiyon igerigi her biri i¢in ayr1 ayr1 olmak iizere ilgili promotor
parcast kuyucuguna paylastirildi. 1 giin sonunda Transfeksiyon medyumu degistirildi.
Transfeksiyonun 48. saatinde 100’er pL. medyum ependorf i¢ine alinarak -20 °C de saklanir.
Ayni igslem 72, saatte de gerceklestirildi [88].

2.4.7 Lusiferaz Aktivitesi

Insan SMN2 genine ait 5> ucu kisaltilarak olusturulacak promotor pargalarmin bazal
aktivitesini belirlemek QUANTI-luc™ Gold Kiti kullamldi. Liisiferaz saptama reaktifi
hazirlamak i¢in 50 mL’lik falkon igerisinde 2 koelenterazin bazli reaktif toz 25 mL steril su
icerisinde ¢oziildii. 1.5 mL’lik ependoflara paylastirilip saklanmak tizere -20 °C’ye
kaldirildi. Lisiferaz tespiti i¢in ise 10 pL hazirlanan lisiferaz reaktifi ve 20 pL

Transfeksiyon medyumu olacak sekil de plakaya eklenerek 6lgiim alindi [88].

2.4.8 SEAP Aktivitesi

SEAP aktivitesi i¢in, 96 kuyucuklu plakalara 5 pL transfeksiyon medyumdan alarak
plakaya koyuldu. Uzerine sulandirilan 1X soliisyondan 15 pL eklendi veparafilmlenmis
plaka etrafi aliminyum folyo ile sarilarak dnceden 65 °C’ye 1sitilan su banyosunda 30 dk
bekletildi. Ardindan 2-3 dk buz iizerinde inkiibe edildi. 5 dk oda sicakliginda bekletildi. Her
bir kuyucuga 20 pL Seap Substrat Soliisyon eklendi. 30 dk oda sicakliginda bekletildi. Son
olarak 5 limiinometrede sonuglar okundu. Elde edilen sonuglar Microsoft Excel programi

kullanilarak degerlendirildi. Istatistik analiz i¢in Minitab 14 programi kullanild1.[88]
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3. BULGULAR

3.1 SMN2 Geni Promotorunun Biyoinformatik Analizi

NM_017411 kayit numarast ile SMN2 varyant D’nin 6n kismina NCBI Sequence viewer
sitesi lizerinden ilerlenmistir. 5. kromozomda bulunan SMN2 genine ait varyantD; 7
ekzondan olusmakta ve 70.049686-70.076571 bg’lik alan1 kapsamaktadir. SMN2 varyant
d’nin ATG kodonu 18. bazdan baslamaktadir. Promotor bolgesi ATG’nin 6n kismindan
yaklasik 1000 bg geri gidilerek secilmistir. Sekil 3.1°de +1 TSS (Transcriptional Start Site)
bolgesi ve ATG (+18) bolgesi gosterilmistir.

-1010 CATTCCAGCCTGGGTGACAGAGCATTCCAGCCTGGGTGACAGAGCAATACTCTGTCGCAAAAAAAAAAAAGAATACTGGAGGCTGGGCG 930
529 GGTGGCTCACACCTGTAATCCCAGCATTTTGGGATGCCAGAGGCGGOCGGAALAICTTGAGCICAGGAGITCAGACCAGCCTACACAAT 839
438 ATGCTCCAAACGCCGCCTCTACAAAACATACAGAAACTAGCCGGGTGTGGTGGCGTCGBCCCCTGTGGTCCTAGCTACTTGGGAGGT[GAGG 8
M7 CGGGAGGATCGCTTGAGCTCGGGAGGTCGAGGCTGCAATGAGCCGAGATGGTGCCACTGCACTCTGACGACAGAGCGAGACTCCGTCTC 857

65 AAAACAAACAACAAATAAGGTTGGGGGATCAAATATCTTCTAGT 6T TTAMGGALCIGECTICCTICET GOCCCCATGTTIGICTTTCCTIGT 566

5
565 TTGTCTTTATATAGATCAAGCAGGTTTTAAATTCCTAGTAGGAGCTTACATTTACTTTTCCAAGGGGGAGGGGGAATAAATATCTACACACA 479

474 CACACACACACACACACACACACAGACACTGGAGTTCGAGACGAGGCCTAAGCAACATGCCGAAACCCCGTCTCTACTAAATACAAAAA 384

4
383 ATAGCTGAGCTTGGTGGCGCACGCCTATAGTCCTAGCTACTGGGGAGGCTGAGGTGGGAGGATCGCTTGAGCCCAAGAAGTCGAGGCTGC 203

292 AGTGAGCCGAGATCGCGCCGCTGCACTCCAGCCTGAGCGACAGGGCGAGGCTCTGTCTCAAAACAAACAAACAAAAAAAALAGGAAAG 202
3
201 GAAATATAACACAGTGAAATGAAAGGATTGAGAGAAATGAAAAATATACACGCCACAAATGTGGGAGGGCGATAACCACTCGTAGAAAGC  -111
3
110 GTGAGAAGTTACTACAAGCGGTCCTCCCGGCCACCGIACTGTTCCGCTCCCAGAAGCCCCGGGCGGCGGAAGTCGTCACTCTTAAGAAG  -20
2

19 GGACGGGGCCCCACGCT!

+18 1

+1

Sekil 3.1: SMNZ2 geni promotor bolgesine ait 116 bg, 223 bg, 457bg, 618 bg ve 888bg’lik
promotor primerlerinin SMN2 promotoru tizerinde gdsterimi.

1: SMN2 pro Reverse. 2: 116 bg’lik promotor primeri. 3: 223 b¢’lik promotor primer
primeri. 4: 457 b¢’lik promotor primeri. 5: 618 b¢’lik promotor primeri. 6: 888 bg’lik
promotor primeri.

Alman bolgeye cesitli biiyiikliiklerde promotor pargalarinin olusturulmasi i¢in primerler
tasarlanmustir. Restriction mapper 3 programi kullanarak geni igerden kesmeyen ve pMetLuc
vektorii ile ortak olan Xhol (ileri primerine) ve Hindlll (geri primerine) enzimleri segilmis

ve tanima dizileri primerlerin bas kisimlarina eklenmistir. 888 bg, 618 bg, 457 bg, 223 bg ve
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116 bg’lik promotor bdlgesini olusturacak Primerler Tablo 3.1°de gosterildigi gibidir. Ayn
zamanda primer bolgeleri promotor bolgesi iizerinde Sekil 3.1°de 1, 2, 3, 4, ve 5 rakamlari

ile gosterilmistir.

Tablo 3.1: SMN2 gen promotoru i¢in olusturulan Primer ad1 ve dizileri.

Primer Ad1 Primer Dizisi (5°-3°)

SMNZ2pro reverse (1) AAGCTTGCCGCTGCTCATCGCCATAG
SMN2prol16bg forw (2) CTCGAGTACTACAAGCGGTCCTCCC
SMN2pro223bg forw (3) CTCGAGAAGGAAAGGAAATATAACAC
SMN2 pro457bg forw (4) CTCGAGACACTGGAGTTCGAGACGAG
SMN2 pro618bg forw (5) CTCGAGAAGGATCTGCCTTCCTTC
SMN2pro888bg forw (6) CTCGAGGGAATATCTTGAGCTCAGGA

Promotorun %GC igerigi ve sekonder yapilart Bolim 2.3.1°de anlatildig1 sekilde tespit
edilmistir. SMN2 promotor bdlgesinin guanin sitozin bazlarinca zengin oldugu tespit
edilmistir. SMN2 geni promotor bolgesinin ¢ogaltilmasinda karsilagilan giicliiklerden de
anlasilasildig lizere genomda yiiksek sekonder yapi gosteren guanin sitozin oraninin
fazlaligindan kaynaklanmaktadir. Guanin sitozin oraninin %60°1n {izerinde oldugu analiz
edilmistir. Guanin sitozin bolgeleri muhtemel GC adalarinin tespitinde kullanilmaktadir. GC
adalart DNA metilizasyou ve promotorun transkripsiyonel regiilasyonunanda rol oynadig:
icin GC adalariin tespiti 6onem arz etmektedir. GC adalarinin tespitinde ise obs/exp
oranindan yararlanilmaktadir. Bu oranin 0.6’dan biiylik oldugu boélgeler muhtemel GC
adalar1 olarak bilinmektedir. Bu bilgilerden yola ¢ikarak SMIN2 geni promotor bolgesine ait
50 bg-100 bg, 400 bg-450 be, 550 bg-600 be ve 800-900 bg araliginda muhtemel GC adalari
bulundugu tespit edilmistir. B6liim 3.1 bahsedilen program kullanularak GC adalarmin

tespiti yapilmistir. Sekil 3.2°de GC adalar1 ve %GC igerigi gosterildigi gibidir.
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Sekil 3.2: SMN2 geni promotor bdlgesine ait guanin sitozin oraninin, gozlenen orani ile
beklenen oraninin karsilastirilmasi ve guanin sitozin oranin bazlara yiizdelik degisiminin
gosterimi.

SMN2 promotor bdlgesi sekonder yapr analizi Bolim 2.3.1’de anlatildigi sekilde
yapilmistir. Yapilan analiz sonucunda Sag tokasi yapisina ait AG=-375.95 kcal/mol olarak
tespit edilmistir. Promotor bdlgesinin sekonder yapist Sekil 3.3°de gosterilmigtir.

Sekil 3.3: SMN2 geninin promotor bolgesini ait sa¢ tokasi yapisinin gosterimi.
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Mubhtemel transkripsiyon baglanma bolgeleri Boliim 2.3.1°de anlatildig1 sekilde belirlendi.
SMN2 promotoru bolgesine CEBPa, SP1, AP2 ve E2F gibi trasnkripsiyon faktorlerinin
yogunluklu olarak baglandig1 tespit edilmistir. ileriki calismalar sitokinlerin bu bolgedeki
regiilasyonunu aydinlatmaya yonelik olacaktir. Bu ¢alisma ile bazal biyoinformatik veriler

elde edilmistir (Sekil 3.4).

1020 CATTCCAGCCTGGGTGACAGAGCATTCCAGCCTGGGTGACAGAGCAATACTCTG [CGCAAAAAAAAAAAAGAATACTGGAGGCTGGGCGGGT 930
EBPa CEBPa

-929GGCTCACACCTGTAATCCCAGCAT’[TTGGGATGCCAGAGG('G(JG(’GG:\;\T‘\TCTTGAGCTCAGGAGTTCGAGACCAGCCTACACAATATGCTCC -839
SP1
838 AAACGCCGCCTCTACAAAACATACAGAAACTAGCCGGGTGTGGTGGCGTGCCCCTGTGGTCCTAGCTACTTGGGAGGTTGAGGCGGGAGGATC 748

-J41GCTTGAGCTCGGGAGGTCGAGGLLGCATGAGCCGAGATGGTGCCACTGCACTCTGACGACAGAGCGAGACTCCGTCTCAAAACAAACAACAA  -657
EBPa

§56 ATAAGGTTGGGGGATCAAATATCTTCTAGTGTTTAAGGATCTGCCTTCCTTCCTGCCCCCATGTTTGTCTTTCCTTGTTTGTCTTTATATAGATCAA  -566
565 GCAGGTTTTAAATTCCTAGTAGGAGCTTACATTTACTTTTCCAAGGGGGAGGGGGAATAAATATCTACACACACACACACACACACACACACAC 475

-474 ACACACACTGGAGTTCGAGACGAGGCCTAGCAACATGCCGAAACCCCGTCTCTACTAAATACAAAAAATAGCTGAGCTTGGTGGCGCACGCCT - -384
CEBPa
383 ATAGTCCTAGCTACTGGGGAGGCTGAGGTGGGAGGATCGCTTGAGCCCAAGAAGTCGAGGCTGCAGTGAGCCGAGATCGCGCCGCTGCACTC 293
AP2
292 CAGCCTGAGCGACAGGGCGAGGCTCTGTCTCAAAACAAACAAACAAAAAAAAAAGGAAAGGAAATATAACACAGTGAAATGAAAGGATTGA 202

-201 GAGAAATGAAAAATATACACGCCACAAATGTGGGAGGGCGATAACCACTCGTAGAAAGCGTGAGAAGTTACTACAAGCGGTCCTCCCGGCCAC -109
E2F

-108 CGTACTGTTCCGCTCCCAGAAGCCCLG AAGTCGTCACTCTTAAGAAGGGACGGGGCCCCACGCTGCGCACCCGCGGGT 3

§P1
-2 TIGCTATCGCGATGAGCAGCGGCGGCAGTGGTGG CGGCGTCC

—
CEBPa  E2F

Sekil 3.4: Muhtemel transkripsiyon baglanma bolgeleri; CEBPa, AP2, E2P ve SP1.

3.2 SMN2 Gen Promotorunun Klonlanmasi

3.2.1 Genomik DNA izolasyonu

Insan SMN2 geni promotor pargalarinin klonlanmasi amaci ile Béliim 2.3.2°de Belirtilen
yontem kullanilarak hiicreden genomik DNA izolasyonu yapildi. DNA Bolim 2.3.3 de
anlatildigi sekilde Jel Elektroforezinde %]1°lik agoroz jelde 90 V’da yiiriitiilerek
goriintiilendi. gDNA miktar1 639 ng/pL olarak tespit edilmistir. Sekil 3.5’ de gDNA agaroz

jel fotografi gosterilmistir.
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Sekil 3.5:%1°lik Agoroz Jel Elektroforezi goriinsii. M: 1kb marker (SM0311) 1: g DNA
goruntust.

3.2.2 116 b¢’lik Promotor Bélgesinin Klonlanmasi

3.2.2.1 116 b¢’lik Promotor Parcasinin PCR Reaksiyonu ile Cogaltilmasi

SMN2 genine ait olan 116 bg’lik promot6r bolgesi Boliim 2.3.4 “de anlatildigr sekil de 4 tiip
reaksiyon hazirlabarak PCR cihazinda gogaltildi. DNA Boéliim 2.3.3 “de anlatildig: gibi Jel
Elektroforezinde %]1°lik Agoroz jelde 90 V’da yiiriitiilerek goriintiilendi. Her bir kuyuya 25
uL PCR iriinii yiklenerek 8 kuyu goézlendi. Sekil 3.6 ‘de gozlendigi {izere kuyularda

amplifikasyon s6z konusudur.
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Sekil 3.6:116 b¢ promotor gen bolgesi polimeraz zincir reaksiyonu jel elektroforezi
gortintlisii. M: 1kb marker (SM0311) 1-2-3-4-5-6-7-8: SMN2 116 b¢ promot6r gen bolgesi
primer amplikasyon sonucu.

3.2.2.2 116 b¢’lik Promotér Bolgesi PCR Uriinlerinin pGEM-T Easy Vektoriine
Klonlanmasi

SMN2 genin 116 bg’lik promotor bolgesi Boliim 2.3.4°de belirtildigi gibi polimeraz zincir
yontemiyle ¢ogaltilmasinin ardindan Boliim 2.3.3’de anlatildig: sekilde Jel elektroforezinde
%1°lik Agoroz jelde 90 V’da yiiriitiilerek goriintiilenmis olup UV 151k altinda kesilen bantlar
Boliim 2.3.6’da anlatildig1 gibi Jelden DNA saflastirma yontemi ile jelden geri kazanildi.
Saflastirilan DNA Boliim 2.3.7°de anlatildig: sekli ile ligasyon reaksiyonu gergeklestirildi.
Elde edilen ligasyon {iriinii B6liim 2.3.10°da anlatildigi gibi XL-1 Blue kompetant hiicresi
ile transformasyonu gergeklestirildi. XL-1 Blue kompetant hiicresi Bolim 2.3.9’da
anlatildig: sekliyle hazirlandi. Transformasyonun ertesi giinii beyaz koloniler segilerek sivi
besiyerine ekildi ve 16 saat ¢alkalamali inkiibatorde inkiibe edildikten sonra Bélim 2.3.13
’de anlatildigr  sekliyle mini prep izolasyonu yapildi. Rekombinant Kkolonileri
belirleyebilmek amaciyla Xhol ve HindIII restriksiyon endoniikleaz enzimleri kullanilarak
Boliim 2.3.12°de anlatildigr sekilde kesimleri gerceklestirildi. Bolim 2.3.3 ’de anlatilig:
sekliyle agaroz jel elektroforeziyle goriintiilendi. Sekil 3.7°e gore 1,2 ve 3 numarali
kolonilerin pGEM-T Easy vektoriine klonlandiklar1 ve rekombinant olduklari

goriilmektedir.
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3.7:SMN2 116 b¢ promotdr gen bolgesi iceren 3 adet kolonin pGEM-T Easy Vektorii

Restriksiyon Enzimleri ile Kesim sonucu. M: N32005 1-2-3: SMN2 116 b¢ promotor

gebolgesi iceren pGEM-T Easy vektorii Xhol ve HindllII ile kesilmesi sonucu olusan
rekombinant koloniler.

3.2.2.3 116 b¢’lik Promotor Bolgesinin pMetLuc Vektoriine Alt Klonlanmasi

pMetLuc vektorii ait gliserol stok -80 °C’den ¢ikarilarak bir gece nceden tek koloni ekimi
yapildi. Bolim 2.3.13 ’de anlatildig1 sekliyle mini prep izolasyonu yapildi. pMetLuc
vektoriine ait plazmit Bolim 2.3.12°de anlatildig1 sekilde Xhol ve HindlIII restriksiyon
endoniikleaz enzimleriyle kesim reaksiyonu gergeklestirildi. Sekil 3.8’de pMetLuc
vektoriine ait kesim sonucu gosterilmistir. Xhol/HindIII enzimleri ile kesilmis pMetLuc

vektorii Boliim 2.3.6’da belirtildigi sekilde jelden geri kazanildi.
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Sekil 3.8: pMetLuc vektorii vektoriine ait mini prep izolasyonunun Xhol ve Hindlll kesim
sonucu jel elektroforez goriintisii. (M: 1kb marker (SM0311) 1: pMetLuc vektorii.

PGEM-T Easy vektoriine ait rekombinant kolonilere ait olan Sekil 3.7°de gosterilen jel
elektroforez sonucu elde eilmis olan bantlar UV altinda kesilerek Boliim 2.3.6’da anlatildigt
gibi Jelden DNA saflastirma yontemi ile jelden geri kazanildi. Saflagtirilan DNA Boliim
2.3.7°de anlatildig1 sekli ile Sekil 3.8’de gosterilen pMeTLuc vektoriine ait jelden geri
kazanimi ile ligasyon reaksiyonu gerceklestirildi. Elde edilen ligasyon {irtinii Bolim
2.3.10’da anlatildig1 gibi DHS5a kompetant hiicresi ile transformasyonu gergeklestirildi.
DHS5a kompetant hiicresi Boliim 2.3.9°da anlatildig: sekliyle hazirlandi. Transformasyonun
ertesi giinii koloni segilerek sivi besiyerine ekildi ve 16 saat ¢calkalamali inkiibatdrde inkiibe
edildikten sonra Bolim 2.3.13 ’de anlatildigi sekliyle mini prep izolasyonu yapildi.
Rekombinant kolonileri belirleyebilmek amaciyla Xhol ve HindIII restriksiyon endontikleaz
enzimleri kullanilarak Boliim 2.3.12°de anlatildig: sekilde kesimleri gerceklestirildi. Bolim
2.3.3 ’de anlatilig1 sekliyle agaroz jel elektroforeziyle goriintiilendi. Sekil 3.9 ‘da 116 bg’ye

ait rekombinant koloni gdsterilmistir.
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Sekil 3.9:M: SM0311; 1-2: 116bg¢’lik promotor bolgesine ait pMetLuc vektorii Xhol ve
Hindll1 kesim sonucu jel elektroforez goriintisii.

3.2.3 223 b¢’lik Promotor Bolgesinin Klonlanmasi

3.2.3.1 223 b¢’lik Promotor Parcasinin PCR Reaksiyonu ile Cogaltilmasi

SMN2 genine ait olan 223 bg’lik promotor bolgesi Boliim 2.3.4 ‘de anlatildig: sekilde 4 tiip
reaksiyon hazirlanarak PCR cihazinda g¢ogaltildi. DNA Bolim 2.3.3 ‘de anlatilan yol
izlenmis olup Herbir kuyuya 20’ser puL yiiklenerek 8 kuyu Jel Elektroforezinde %1’lik
Agoroz jelde 90 V’da yiiriitillerek goriintiilendi. Sekil 3.10°da gosterildigi gibi 223 bg’lik
bolge ¢ogaltilmistir.

Sekil 3.10:SMN2 223 b¢ promotor bolgesinin PCR reaksiyonuna ait jel elektroforezi
goriintiisii. (M:1kb marker (SM0311); 1-2-3-4-5-6-7-89-10-11-12: SMIN2 223 bg¢ promot6r
bolgesi amplikasyon sonucu.
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3.2.3.2 223 b¢’lik Promotor Bolgesi PCR Uriinlerinin pGEM-T Easy Vektoriine
Klonlanmasi

SMN2 genin 223 bg’lik promotor bolgesi Bolim 2.3.4 de belirtildigi gibi polimeraz zincir
reaksiyonu yontemiyle ¢ogaltilmasinin ardindan Boliim 2.3.3° de anlatildigi sekilde Jel
Elektroforezinde %1°lik Agoroz jelde 90 V’da yiiriitiilerek goriintiilenmis olup UV 151k
altinda kesilen bantlar Boliim 2.3.6’da anlatildig1 gibi Jelden DNA Saflastirma Ydntemi ile
jelden DNA saflastirildi. Saflagtirilan DNA Boliim 2.3.7°de anlatildign sekli ile ligasyon
reaksiyonu gergeklestirildi. Elde edilen ligasyon tiriinii B6liim 2.3.10° da analtildig1 gibi XL-
1 Blue kompetant hiicresi ile transformasyonu gergeklestirildi. XL-1 Blue kompetant hiicresi
Bolim 2.3.9°da anlatildig1 sekliyle hazirlandi. Transformasyonun ertesi giinii beyaz
koloniler secilerek sivi besiyerine ekildi ve 16 saat g¢alkalamali inkiibatorde inkiibe
edildikten sonra Bolim 2.3.13 ’de anlatildigi sekliyle mini prep izolasyonu yapildi.
Rekombinant kolonileri belirleyebilmek amaciyla Xhol ve HindIII restriksiyon endoniikleaz
enzimleri kullanilarak Boliim 2.3.12°de anlatildig1 sekilde kesimleri gergeklestirildi. Bolim
2.3.3 ’de anlatildig1 sekliyle Jel Elektroforeziyle goriintiilendi. Sekil 3.11°de goriildigi gibi
Inumarali kolonin 223 bg vektoriine pPGEM-T Easy vektoriine klonlandig1 ve rekombinant

koloni oldugu goriilmektedir.
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Sekil 3.11:SMN2 223 b¢ promotor gen bolgeleri igeren 1 adet kolonin pGEM-T Easy
Vektorii Restriksiyon Enzimleri ile Kesim sonucu. (M: 1kb marker (SM0311);1: SMN2
223 bg promotor gen bolgesi igeren pGEM-T Easy vektorii Xhol ve Hindlll ile kesilmesi

sonucu olusan rekombinant koloni.

3.2.3.3 223 b¢’lik Promotor Bolgesinin pMetLuc Vektoriine Alt Klonlanmasi

pPGEM-T Easy vektoriine ait rekombinant kolonilere ait olan Sekil 311°de gosterilen jel
elektroforez sonucu elde eilmis olan bant UV altinda kesilerek Bolim 2.3.6’da anlatildig:
gibi Jelden DNA saflagtirma yontemi ile jelden geri kazanildi. Saflastirilan DNA ile
pMetLuc vektorii xhol/HindIII geri kaznaimi1 Bo6liim 2.3.7°de anlatildig1 sekli ile ligasyon
reaksiyonu gerceklestirildi. Elde edilen ligasyon iirlinii Boliim 2.3.10°da anlatildig1 gibi
DH5a kompetant hiicresi ile transformasyonu gergeklestirildi. DH5a kompetant hiicresi
Boliim 2.3.9’da anlatildig1r sekliyle hazirlandi. Transformasyonun ertesi giinii koloni
secilerek s1vi besiyerine ekildi ve 16 saat calkalamali inkiibatorde inkiibe edildikten sonra
Boliim 2.3.13 ’de anlatildig: sekliyle mini prep izolasyonu yapildi. Rekombinant kolonileri
belirleyebilmek amaciyla Xhol ve HindlIII restriksiyon endoniikleaz enzimleri kullanilarak
Boliim 2.3.12°de anlatildig1 sekilde kesimleri gergeklestirildi. Boliim 2.3.3 ’de anlatilig1
sekliyle agaroz jel elektroforeziyle goriintiilendi. Sekil 3.12 ‘de 223 bg¢’ye ait rekombinant

koloni gosterilmistir.
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Sekil 3.12:SMN2 223bg, kolonin pMetLuc alt vektorii Restriksiyon Enzimleri ile Kesim
sonucu. (M: 1kb marker (SM0311) 1: SMN2 888 bg¢ promotor gen bolgesi igeren pMetLuc
alt vektorii Xhol ve Hindlll ile kesilmesi sonucu olusan rekombinant koloniler.2: SMN2
618 bg promotor gen bdlgesi igeren pMetLuc alt vektorii Xhol ve HindlII ile kesilmesi
sonucu olusan koloni. 3: SMN2 457 b¢ promotdr gen bolgesi igeren pMetLuc alt vektorii
Xhol ve Hindlll ile kesilmesi sonucu olusan koloni.4: SMN2 223 bg¢ promotdr gen bolgesi
iceren pMetLuc alt vektorii Xhol ve Hindlll ile kesilmesi sonucu olusan rekombinat
koloni.

3.2.4 457 b¢’lik Promotor Parcasinin Klonlanmasi

3.2.4.1 457 b¢’lik Promotor Parcasinin PCR Reaksiyonu ile Cogaltilmasi

SMN2 genine ait olan 457 bg¢’lik promotér bolgesi Bolim 2.3.4 ‘de anlatildigr sekilde
reaksiyon hazirlanarak PCR cihazinda ¢ogaltildi. DNA Boéliim 2.3.3” de anlatildig: sekilde
Jel Elektroforezinde %]1’lik Agoroz jelde 90 V’da yiriitiilerek goriintiilendi. Sekil 3.13.’de
goriildigii sekli ile 457 b¢’ine ait 3 kuyu gbézlenmektedir. Reaksiyon sonucu amplifikasyon

gerceklesmistir. Sekil 3.13 de goriildiigii sekliyle bantlar elde edilmistir.

45



Sekil 3.13:223 b¢ promotor gen bdlgesi polimeraz zincir reaksiyonu jel elektroforezi
gortntiisii. (M: B7025S.1-2-3-: SMN2 geni 223 b¢’lik promotor gen bolgesi amplikasyon
sonucu.5-6-7: SMN2 geni 457 bg’lik promotor gen bolgesi amplikasyon sonucu.7-8-9:
SMN2 geni 618 bg’lik promotor gen bdlgesi amplikasyon sonucu.

3.2.4.2 457 b¢’lik Promotor Bolgesi PCR Uriinlerinin pGEM-T Easy Vektoriine
Klonlanmasi

Sekil 3.13’de gosterilen bantlarin jelden geri kazanimui ile elde edilen DNA ve pGEMT-easy
vektorii Bolim 2.3.7°de anlatildigr gibi ligasyon reaksiyonu gerceklestirildi. Elde edilen
ligasyon iirlinii Bolim 2.3.10° da anlatildigi gibi XL-1 Blue kompetant hiicresi ile
transformasyonu gerceklestirildi. XL-1 Blue kompetant hiicresi Boliim 2.3.9°da anlatildig:
sekliyle hazirlandi. Transformasyonun ertesi giinii beyaz koloniler secilerek sivi besiyerine
ekildi ve 16 saat calkalamali inkiibatorde inkiibe edildikten sonra Bolim 2.3.13 ’de
anlatildigi gibi mini prep izolasyonu yapildi. Rekombinant kolonileri belirleyebilmek
amaciyla Xhol ve Hindlll restriksiyon endoniikleaz enzimleri kullanilarak Bo6liim 2.3.12 ‘de
anlatildigr sekilde kesimleri gergeklestirildi. Bolim 2.3.3 ’de anlatildigi gibi Jel
Elektroforeziyle goriintiilendi. Sekil 3.14’e gore 2. koloni 457 bg¢’ye ait olup rekombinat
koloni olup pGEM-T Easy vektoriine klonlanmistir. Sekil 3.14’de 6zetlenmistir.
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Sekil 3.14: SMN2 geni 457 bg promotdr gen bolgesine ait pPGEM-T Easy Vektori
klonlama yapilan kolonin restriksiyon enzimleri Xhol ve Hinlll ile kesim sonucu jel
elektroforez goriintiisii. (M: 1kb marker (SM0311) 1: SMN2 223 bg promotdr gen bolgesi
iceren pGEM-T Easy vektorii Xhol ve Hindlll ile kesilmesi sonucu olugan rekombinat
koloni. 2: SMN2 457 b¢ promotor gen bolgesi igeren pPGEM-T Easy vektorii Xhol ve
Hindlll ile kesilmesi sonucu olugan rekombinat koloni.3: SMN2 618 b¢ promotdr gen
bolgesi iceren pGEM-T Easy vektorii Xhol ve Hindlll ile kesilmesi sonucu olugan
rekombinat koloni.

3.2.4.3 457b¢’lik Promotor Bolgesinin pMetLuc Vektoriine Alt Klonlanmasi

PpGEM-T Easy vektoriine ait rekombinant kolonilere ait olan Sekil 314’de gosterilen jel
elektroforez sonucu elde edilmis olan bantlar UV altinda kesilerek Bolim 2.3.6’da
anlatildig gibi Jelden DNA saflastirma yontemi ile jelden geri kazanildi. Saflagtirilan DNA
ve pMetLuc Xhol/HindIIl geri kaznailmig vektorii Bolim 2.3.7°de anlatildigr sekli ile
ligasyon reaksiyonu gerceklestirildi. Elde edilen ligasyon {iriinii B6liim 2.3.10°da anlatildig:
gibi DH5a kompetant hiicresi ile transformasyonu gergeklestirildi. DH5o kompetant hiicresi
Boliim 2.3.9’da anlatildigr sekliyle hazirlandi. Transformasyonun ertesi giinii koloni
secilerek s1vi besiyerine ekildi ve 16 saat ¢alkalamali inkiibatorde inkiibe edildikten sonra
Boliim 2.3.13 ’de anlatildig: sekliyle mini prep izolasyonu yapildi. Rekombinant kolonileri
belirleyebilmek amaciyla Xhol ve HindlIII restriksiyon endoniikleaz enzimleri kullanilarak

Boliim 2.3.12°de anlatildig1 sekilde kesimleri gergeklestirildi. Boliim 2.3.3 ’de anlatiligi
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sekliyle agaroz jel elektroforeziyle goriintiilendi. Sekil 3.12 ‘de 457 bg¢’ye ait rekombinant
koloniler gosterilmistir.

Sekil 3.15:SMNZ2 457 bg, promotor gen bdlgeleri igeren 4 adet kolonin pMetLuc alt
vektori restriksiyon enzimleri Xhol ve Hindll1l ile kesim sonucunun jel elektroforez
goriintiisii. (M: 1kb marker (SM0311), 1-2-3-4: SMN2 457 bg promotdr gen bolgesi igeren
pMetLuc alt vektorii Xhol ve Hindlll ile kesilmesi sonucu olusan rekombinant koloniler.

3.2.5 618 b¢’lik Promotor parcasinin klonlanmasi

3.2.5.1 618 b¢’lik Promotor Parcasinin PCR Reaksiyonu ile Cogaltilmasi

SMN2 genine ait olan 618 b¢’lik promotor bolgesi Boliim 2.3.4 de anlatildig: sekil de 6 tiip
es kosullarda hazirlanarak reaksiyon PCR cihazinda ¢ogaltildi. 20°ser L olmak iizere herbir
kuyuya yiiklendi. DNA Bolim 2.3.3” de anlatildig1 sekilde Jel Elektroforezinde %1°lik
Agoroz jelde 90 V’da yiiritillerek goriintiilendi. 618 bg’ye ait hazirlanan reaksiyonlar

sonucunda ise amplikasyon gerceklesmis olup Sekil 3.16°da 6zetlenmistir.
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Sekil 3.16:618 b¢ promotdr gen bdlgesi polimeraz zincir reaksiyonu jel elektroforezi
goriinttisii. (M: 1kb marker (SM0311), 1-2-3-4-5-6-7-8-9-10-11-12: 618 b¢’lik promotor
gen bolgesi amplikasyon sonucu.

3.2.5.2 618 b¢’lik Promotor Bolgesi PCR Uriinlerinin pGEM-T Easy Vektoriine
Klonlanmasi

SMN2 genin 618 bg’lik promotdr bolgesi Bolim 2.3.4 “de belirtildigi gibi polimeraz zincir
yontemiyle ¢ogaltilmasinin ardindan Boliim 2.3.3” de anlatildig1 gibi Jel Elektroforezinde
%1°1lik Agoroz jelde 90 V’da yiiriitillerek goriintiilenmis olup UV 1s1k altinda kesilen bantlar
Bolim 2.3.6’da anlatildigi gibi Jelden DNA Saflastirma Yontemi ile jelden DNA
saflastirildi. Saflastirilan DNA Bolim 2.3.7°de anlatildigi gibi ligasyon reaksiyonu
gerceklestirildi. Elde edilen ligasyon tiriinii Bolim 2.3.10” da anlatildig1 gibi XL-1 Blue
kompetant hiicresi ile transformasyonu gerceklestirildi. XL-1 Blue kompetant hiicresi
Boliim 2.3.9°da anlatildig1 sekliyle hazirlandi. Tarsformasyonun ertesi giinii beyaz koloniler
secilerek s1vi besiyerine ekildi ve 16 saat ¢alkalamali inkiibatorde inkiibe edildikten sonra
Boliim 2.3.13 ’de anlatildig: sekliyle mini prep izolasyonu yapildi. Rekombinant kolonileri
belirleyebilmek amaciyla Xhol ve Hindlll restriksiyon endoniikleaz enzimleri kullanilarak
Boliim 2.3.12 ‘de anlatildigi sekilde kesimleri gergeklestirildi. Boliim 2.3.3 *de anlatildig:
gibi Jel Elektroforeziyle goriintiilendi. 3 numarali koloni 618 b¢’ye ait olup pGEM-T Easy

vektoriine klonlandigi ve rekombinant oldugu Sekil 3.17’de 6zetlenmistir.
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Sekil 3.17:SMN2 geni 618 b¢ promotor gen bolgei igeren kolonin pPGEM-T Easy vektorii
restriksiyon enzimleri Xhol ve Hindlll ile kesim sonucunun jel elektroforez goriintiisii. (M:
1kb marker (SM0311)1: SMN2 888 b¢ promotor gen bolgesi igeren pPGEM-T Easy vektorii
Xhol ve Hind3 ile kesilmesi sonucu olusan rekombinat koloni. 2: SMN2 888 bg¢ promotor

gen bolgesi iceren pGEM-T Easy vektorii Xhol ve Hind3 ile kesilmesi sonucu olusan
rekombinat olmayan koloni 3: SMN2 618 b¢ promotor gen bolgesi igeren pGEM-T Easy
vektorii Xhol ve Hind3 ile kesilmesi sonucu olusan rekombinat koloni.

3.2.5.3 618 b¢’lik Promotor Bolgesinin pMetLuc Vektoriine Alt Klonlanmasi
PGEM-T Easy vektoriine ait rekombinant kolonilere ait olan Sekil 3.17°de gosterilen jel
elektroforez sonucu elde eilmis olan bantlar UV altinda kesilerek Boliim 2.3.6°da anlatildig:
gibi Jelden DNA saflastirma yontemi ile jelden geri kazanildi. Saflagtirilan DNA Boliim
2.3.7°de anlatildig1 sekli ile ligasyon reaksiyonu gerceklestirildi. Elde edilen ligasyon triinii
Bolim 2.3.10’da anlatildigi gibi DHS5a kompetant hiicresi ile transformasyonu
gerceklestirildi. DHS5a kompetant hiicresi Bolim 2.3.9°da anlatildig sekliyle hazirlandi.
Transformasyonun ertesi giinii koloni secilerek sivi besiyerine ekildi ve 16 saat calkalamali
inkiibatorde inkiibe edildikten sonra Bolim 2.3.13 ’de anlatildigi sekliyle mini prep
izolasyonu yapildi. Rekombinant kolonileri belirleyebilmek amaciyla Xhol ve HindIII
restriksiyon endoniikleaz enzimleri kullanilarak Bolim 2.3.12°de anlatildigi sekilde
kesimleri gergeklestirildi. Boliim 2.3.3 ’de anlatilig1 sekliyle agaroz jel elektroforeziyle
goriintiilendi. Sekil 3.18 ‘de 618 bg’ye ait rekombinant koloniler gosterilmistir.
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Sekil 3.18:SMN2 geni 618 bg promotor gen bolgesi igeren 5 adet kolonin pMetLuc alt
vektorli klonlanmasi restriksiyon enzimleri Xhol ve Hindlll ile kesim sonucunun jel
elektroforezi goriintiisi. (M: 1kb marker (SM0311)1-3-5: 1: SMN2 618 bg¢ promot6r gen
bolgesi iceren pMetLuc alt vektorii Xhol ve Hindlll ile kesilmesi sonucu olusan
rekombinant koloniler.2-4: SMN2 618 bg promotoér gen bolgesi iceren pMetLuc alt vektorii
Xhol ve Hindlll ile kesilmesi sonucu olusan rekombinant olmayan koloniler.

3.2.6 888 b¢’lik Promotor Bolgesinin Klonlanmasi

3.2.6.1 888 b¢’lik Promotor Parcasinin PCR Reaksiyonu ile Cogaltilmasi

SMNZ2 genine ait olan 888 bg‘lik promotor bolgesi Boliim 2.3.4 “de anlatildigi gibi reaksiyon
hazirlabarak PCR cihazinda ¢ogaltilmigtir. DNA Boliim 2.3.3” de anlatildigi gibi Jel
Elektroforezinde %1°lik Agoroz jelde 90 V’da yiiriitiilerek goriintiilendi. 2 tlipler polimeraz
zincir reaksiyonu hazirlanmis olup reaksiyon sonucu bant elde edilmistir. 888 bg’ye ait
hazirlanan reaksiyon sonucunda ise amplikasyon gerceklesmis olup Sekil 3.19°da

Ozetlenmistir.
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Sekil 3.19:SMN2 geni 888 b¢ promotor gen bolgesi polimeraz zincir reaksiyonu jel
elektroforezi goriintiisii. (M: 1kb marker (SM0311)1-2-3-4: SMNZ2 geni 223 bg’lik
promotor gen bdlgesi amplikasyon sonucu.5-6-7: SMN2 geni 457 b¢’lik promotor gen
bolgesi amplikasyon sonu. 8-9-10: SMN2 geni 618 b¢’lik promotor gen bolgesi
amplikasyon sonucu. 11-12: SMN2 geni 888 bg’lik promotor gen bolgesi amplikasyon
sonucu.

3.2.6.2 888 b¢’lik Promotor Bolgesi PCR Uriinlerinin pGEM-T Easy Vektoriine
Klonlanmasi

SMN2 genin 888b¢’lik promotdr bolgesi Boliim 2.3.4 ‘de belirtildigi gibi polimeraz zincir
yontemiyle ¢ogaltilmasinin ardindan Boliim 2.3.3” de anlatildig: gibi jel elektroforezinde
%1°lik Agoroz jelde 90 V’da yiiriitlilerek goriintiilenmis olup UV 151k altinda kesilen bantlar
Bolim 2.3.6 ‘da anlatildigi gibi Jelden DNA Saflastirma Yontemi ile jelden DNA
saflastirildi. Saflastirilan DNA Bolim 2.3.7°de anlatildigi gibi ligasyon reaksiyonu
gergeklestirildi. Elde edilen ligasyon iriinii B6liim 2.3.10° da analtildig: gibi XL-1 Blue
kompetant hiicresi ile transformasyonu gergeklestirildi. XL-1 Blue kompetant hiicresi
Boliim 2.3.9°da anlatildig: sekliyle hazirlandi. Tarsformasyonun ertesi giinii beyaz koloniler
secilerek sivi besiyerine ekildi ve 16 saat galkalamali inkiibatorde inkiibe edildikten sonra
Boliim 2.3.13 *de anlatildig1 sekliyle mini prep izolasyonu yapildi. Rekombinant kolonileri
belirleyebilmek amaciyla Xhol ve HindIlII restriksiyon endoniikleaz enzimleri kullanilarak
Bolim 2.3.12 ‘de anlatildigi gibi kesimleri gergeklestirildi. Bolim 2.3.3 ’de anlatiligi
sekliyle Jel Elektroforeziyle goriintiilendi. 1ve 2 numarali koloniler 888 b¢’ ait olup 1
numarali rekombinant olup pGEM-T Easy vektoriine klonlandigi Sekil 3.20°de

Ozetlenmistir.
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Sekil 3.20:SMN2 geni 888 b¢ promotor gen bolgeleri igeren kolonilerin pPGEM-T Easy
Vektorii Restriksiyon Enzimleri ile Kesim sonucu. (M: 1kb marker (SM0311), 1: SMN2
888 b¢ promotdr gen bolgesi iceren pGEM-T Easy vektorii Xhol ve Hind3 ile kesilmesi
sonucu olugan rekombinat koloni. 2: SMN2 888 b¢ promotor gen bolgesi igeren pGEM-T

Easy vektorii Xhol ve Hindlll ile kesilmesi sonucu olusan rekombinat olmayan koloni.

3.2.6.3 888 b¢’lik Promotor Bélgesinin pMetLuc Vektoriine Alt Klonlanmasi
PGEM-T Easy vektoriine ait rekombinant kolonilere ait olan Sekil 3.20°de gdsterilen jel
elektroforez sonucu elde eilmis olan bant UV altinda kesilerek Boliim 2.3.6’da anlatildig:
gibi Jelden DNA saflastirma yontemi ile jelden geri kazanildi. Saflagtirilan DNA Bolim
2.3.7°de anlatildig: sekli ile ligasyon reaksiyonu gerceklestirildi. Elde edilen ligasyon tirlinii
Bolim 2.3.10’da anlatildigi gibi DHSa kompetant hiicresi ile transformasyonu
gergeklestirildi. DHSa kompetant hiicresi Boliim 2.3.9’da anlatildig1 sekliyle hazirlandi.
Transformasyonun ertesi giinii koloni segilerek sivi besiyerine ekildi ve 16 saat calkalamali
inkiibatorde inkiibe edildikten sonra Boliim 2.3.13 ’de anlatildigi sekliyle mini prep
izolasyonu yapildi. Rekombinant kolonileri belirleyebilmek amaciyla Xhol ve HindlIIl
restriksiyon endoniikleaz enzimleri kullanilarak Bolim 2.3.12°de anlatildigi sekilde
kesimleri gergeklestirildi. Boliim 2.3.3 ’de anlatilig1 sekliyle agaroz jel elektroforeziyle
goriintiilendi. Sekil 3.21 ‘de 888 bg’ye ait rekombinant koloniler gosterilmistir.
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. Sekil 3.21:SMNZ2 geni 888 bg¢ promotor gen bolgeleri igeren 2 adet kolonin pMetLuc alt
vektoriine klonlanamsi restriksiyon enzimleri Xhol ve Hindlll ile kesim sonucunun jel
elektroforez goriintiisii. (M: 1kb marker (SM0311), 1-2-3: SMN2 223 b¢ promotor gen

bolgesi igeren pMetLuc alt vektorii Xhol ve Hind3 ile kesilmesi sonucu olusan rekombinat
olmayan koloni. 4: SMN2 618 bg promotor gen bolgesi igeren pMetLuc alt vektorii Xhol
ve Hind3 ile kesilmesi sonucu olusan rekombinat olmayan koloni. 5-6: SMN2 618 bg¢
promotor gen bolgesi igeren pMetLuc alt vektorii Xhol ve Hindlll ile kesilmesi sonucu
olusan rekombinat koloniler. 7-8: SMN2 888 b¢ promotdr gen bolgesi igeren pMetLuc alt

vektorti Xhol ve Hindlll ile kesilmesi sonucu olusan rekombinat koloniler. 9: SMN2 888

b¢ promotdr gen bolgesi igeren pMetLuc alt vektorii Xhol ve Hind3 ile kesilmesi sonucu

olusan rekombinat olmayan koloni

3.2.6.4 SMN2 Geni Promotor Parcalarimin Orta Olcekli izolasyonu

Biiyiik miktarda ve transfekte edilebilecek saflikta plazmit DNA izolasyonu Boliim 2.3.14
’de anlatildigr sekilde yapildi. Kit olarak MACHEREY-NAGEL’den alinmig olan
NucleoBond Xtra EF Plasmid Purification Kit kullanildi. Kit protokoliine uygun
davranilarak 5 konstraktin herbiri i¢in ayr1 ayrt midi prep izolasyonu gergeklestirildi.
Konstraktlara ait DNA igerigi Boliim 2.3.3” de anlatildig1 gibi jel elektroforezinde %1°lik
Agoroz jelde 90 V’da yiritilerek goriintillendi. 5 konsrakta ait olan midi prep
izolasyonunun restriksiyon enzimleri Xhol ve Hindlll ile kesim sonucunun jl elektroforez

goriintlisti Sekil 3.22°de 6zetlenmistir.
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Sekil 3.22:SMN2 geni 116 bg, 223 bg, 457 bg 618 bg ve 888 bg’ye ait promotor gen
bolgelerinin orta 6lgekli izolasyonunun restriksiyon enzimleri Xhol ve Hindlll kesim
sonucunun jel elektroforezi goriintiisii. (M: B7025S1: SMN2 116 bg promotor gen bolgesi
2: SMNZ2 223 b¢ promotor gen bolgesi 3: SMN2 457 bg¢ promotor gen bolgesi 4: SMN2
618 bg promotor gen bolgesi 5: SMN2 888 bg promotor gen bolgesi.

3.3 Hiicre Kiiltiirii ile Tlgili Teknikler

3.3.1 Hep3B Hiicrelerinin Biiyiitiilmesi

Calismanin ilk agamasi olarak Boliim 2.4.1 de anlatildig1 sekilde hiicre kiiltiirii besiyerleri
ve Boliim 2.4.2°da anlatilan sekilde FCS hazirlandi. Boliim 2.4.3 *de anlatildig: sekilde -80
derin dondurucuda saklanan hiicreler agildi. Agilan hiicreler Boliim 2.4.4 ’de anlatildig1
sekilde pasajlamalar1 gerceklestirildi. Son olarak Boliim 2.4.5 ‘de anlatilan sekilde hiicre
sayimmi gergeklestirilerek 48°1ik Well plate aktarim1 gerceklestirildi.

3.3.2 Kalsiyum-Fosfat Yontemi ile Gecici Transfeksiyon Yapilmasi

Bolim 2.4.6’da anlatildig1 sekil de transfeksiyon basamaklari takip edilerek Kalsiyum-
Fosfat Yontemiyle gegici transfeksiyon gergeklestirildi. pMetLuc vektorli igerisine
klonlamasi gerceklestirilen 116 bg, 223 bg, 457 bg, 618 bg ve 888 b¢ promotor konstraktlari
Sekil 3.21°de sematize edilmistir. Konstraktlar 1ug olacak sekilde tranfekte edilmistir.
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888 bg -870

618b¢ 601 q
457bg 439 w
223bg -206 w
116bg -99 W

Sekil 3.23: pMetLuc vektorii igerisine klonlanan 116 bg, 223 bg, 457 bg, 618 bg ve 888 bg
SMN promotor bolgelerine ait sema.

3.3.3 Lusiferaz Aktivitesinin Belirlenmesi

SMN2 genine ait promotor pargalarinin bazal aktivitesini belirlemek amaci ile Boliim
2.4.6’da anlatilan sekilde yapilmis olan Kalsiyum-Fosfat Gegici Transfeksiyon sistemi
icerisine salman sistem Bolim 2.4.7°de anlatilan sekilde yaptigimiz Lusiferaz yontemi

kullanilarak 6l¢timler alinmis olup sonuglar grafikize edilmistir.

3.3.4 SEAP Aktivitesinin Belirlenmesi

Bolim 2.4.6’da anlatilan sekilde yapilmis olan Kalsiyum-Fosfat Gegici Transfeksiyon
sistemi igerisine salinan sistem Boliim 2.4.8 anlatilan sekli ile yapilmis olan SEAP aktivitesi
yontemi ile Ol¢iim alinarak SEAP aktiviteleri belirlenmis olup degerler Luminometrede
Olciilmiistiir. Lusiferaz aktivitesinin SEAP aktivitesine boliinmesi ile relatif bazal aktivite
belirlenmistir. Yapilan calismalarda 48 saatte transkfesiyonun calistigi alinan pMetLuc
kontrol ve reporter lusiferaz sonuglari tizerinden yorumlanmistir. pMetLuc kontrol vektorii
ve pMetLuc reporter lusiferaz aktivitesine ait sonuglar Sekil 3.18’de gosterildigi gibidir.
Promotor parcalarinin bazal aktivite sonuglar1 Sekil 3.19°da gosterildigi gibidir. Yapilan
analiz sonucunda en yiiksek aktivitenin 223 bg¢’lik promotor parcasina ait oldugu tespit

edilmistir.
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Lusiferaz Aktivitesi

pMetLuc Kontrol pMetLuc Reporter

Sekil 3.24:pMetLuc kontrol ve pMetLuc Reporter vektore ait luminometrede alinan

lusiferaz aktivite sonuclari.

Luc/SEAP

J

0,25
0,2 -
0,15 -
0,1 -
0,05 -

Sekil 3.25: SMN2 promotor parcalarina ait Luc/SEAP sonuglari

Herbir konstrakta ait bazal aktivite gozlenmis olup en yiiksek bazal aktivite 2. konstrakta

aittir. ilerleyen asamalarda muhtemel transkripsiyon baglanma bolgeleri iliskili deneylere

devam edilecektir.
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4. TARTISMA ve SONUC

Spinal Miiskiiler Atrofi (SMA) omurilikte yer alan alfa motor ndéronlarin dejenerasyonu
sonucu meydana gelen otozomal resesif kalitsal bir hastaliktir. Diinya da Kistik Fibrozisten
sonra ¢ocukluk ¢aginda goriilen en yaygin ikinci otozomal resesif kalitsal hastalik olarak
bilinmektedir. [1]. Bu otozomal resesif ndromiiskiiler hastaliga SMN1 geninde meydan
gelen cesitli mutasyonlarin sebep oldugu bilinmekle beraber bu mutasyonlarin neden oldugu
bozukluk, SMN protein seviyelerinde azalmaya neden olmaktadir. Yapilan ¢alismalarda
SMA hastaligina neden olan en 6nemli etken genin SMN1 geninin delesyonu oldugu tespit

edilmistir [6].

Esas hastalik etmeni olan SMN1’in homozigot yoklugu ve SMN2 kopya sayisinin artmasi
hastaligin 1yi prognoz seyri ile iliskisinin olmasi ¢alismalart SMN2 gen ifadesini arttirmaya
yoneltmistir. Nitekim yapilan ¢aligmalarca SMN2 gen sayisinin 1 ila 4 arasinda degistigi ve

gen kopya sayisi arttik¢a hastalik seyrinin hafifledigi gozlenmistir [15].

Yapilan bir ¢alismaya gore insan ve fare SMN promotorlar1 lizerinde biyoinformatik olarak
yiiksek oranda benzerlik gosteren 7 bolge belirlenmistir. Ek olarak bu bolgelerin konsenstis
sekansi icerdigi goriilmiistiir. Konsensiis dizileri tiirler aras1 korunmus bolgelerde bulunan
spesifik dizilerdir ve transkripsiyon faktorlerinin baglanma bdlgelerini tanimalarina

yardimet olmaktadirlar [75].

Tezin ilk asamasinda, ilk defa SMN2 gen promotor bolgesi detayli biyoinformatik analize
tabii tutulmustur. NM_017411 kayit numaras1 ile SMN2 varyant D’nin 6n kismina NCBI
Sequence viewer sitesi iizerinden ilerlenmistir. SMN2 geninin mRNA 6zellikleri, baglama
ve bitis kodonlari, ekzon ve intron bolgeleri ve SMN2 genine ait promotor pargalarini
cogaltmak iizere 5 ileri ve bir geri primer dizayn edilmistir. Manuel olarak dizayn edilmis
olan primerlerin spesifik olup olmadigini https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi adresi
tizerinden kontrol edildi. Restriksiyon mapper version 3 programi kullanilarak restriksiyon
haritas1 belirlendi. Xhol ve HindIIl enzimleri restriksiyon endoniikleaz enzimleri olarak

kullanildi.
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Promotor bolgelerinde bulunan GC oraninin belirlenmesi amaciyla
https://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_needle/ adresi lizerinden yapildi. Guanin sitozin
oraninin %60’1n {izerinde oldugu analiz edildi. Guanin sitozin bolgeleri muhtemel GC
adalarinin tespitinde kullanilmaktadir. GC adalariin tespitinde ise obs/exp oranindan
yararlanilmaktadir. Bu oranin 0.6’dan biiyiik oldugu bolgeler muhtemel GC adalar1 olarak
bilinmektedir. Bu bilgilerden yola ¢ikarak SMN2 geni promotor bolgesine ait 50 bg-100 bg,
400 bg-450 bg, 550 bg-600 be ve 800-900 bg araliginda muhtemel GC adalar1 bulundugu
tespit edildi.

http://www.mfold.rna.albany.edu/?q=mfold/DNA-Folding-Form  adresi  kullanilarak
olusturdugu sekonder yapilarin analizi yapildi. Yapilan analiz sonucunda sag tokasi yapisina

ait AG=-375.95 kcal/mol olarak tespit edildi.

Bu bolgeye baglanabilecek muhtemel transkripsiyon faktorleri ise Allgen Promo programi
kullanilarak belirlendi. SMN2 promotoru bolgesine CEBPa, SP1, AP2 ve E2F gibi
trasnkripsiyon faktorlerinin yogunluklu olarak baglandig: tespit edilmistir. ileriki ¢alismalar
sitokinlerin bu bolgedeki regiilasyonunu aydinlatmaya yoénelik olacaktir. Bu g¢alisma ile

bazal biyoinformatik veriler elde edilmistir.

Tezin ikinci asamasinda ise ilk defa, 5 adet SMN2 promotor 5’ delesyonlu konstraktlar
pMetLuc vektorii {igerine klonlanarak olusturulmustur. SMNZ2 promotoruna ait
888b¢,618b¢, 457bg, 223bg, 116bg olmak {izere bes adet gen bdlgesi igin tasarlanan
primerler baz alinarak PCR yontemi araciligi ile promotor gen bdlgeleri ¢ogaltildi.
Cogaltilan gen bolgeleri Jel elektroforezi yontemi aracilig ile yiiriitiildii. Elde edilen bantlar
UV 151k altinda kesildi. Jelden DNA saflastirma yontemi kullanilarak DNA fragmentleri
izole edildi. Ligasyon kuruldu. XL-1 Blue kompetant hiicreleri kullanilarak pGEM-T Easy
vektoriine klonlama yapildi. Restriksiyon endoniikleaz enzimleri olan HinlIl ve Xhol
kullanilarak kesim gergeklestirilerek rekombinant koloniler belirlendi. Rekombinant
kolonilerin mini prep izolasyonu yapildi. Daha sonra pMetLuc alt vektoriine klonlama
yapilarak midi prep izolasyonu yapildi. Olusturulan konstraktlar Hep3B hiicrelerine

transfekte edilerek bazal promotor aktiviteleri belirlenmistir. Yapilan ¢calisma sonucunda
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ikinci konstrat (223bg) core promotor bolgesi olarak belirlenmistir. En yiiksek aktiviteye
sahiptir.

Litratiirdeki calismalar genellikle alternatif splays mekanizmasinin diizenlenmesine yonelik
calismalardir. Ozellikle bu kapsamda HDAC inhibitdrleri kullanilarak —spilicing
mekanizmasinin aydinlatilabileceginin tespit edilmesinin ardindan SMN2 promotor
calismalar1 baslamis olup 7. ekzonun dahil edilmesi amaciyla ekzon atlanmasini
engelleyecek  bilesikler  arastirnlmaya  baslanmistir. HDAC  inhibitorlerinin
histonasetilasyonunu saglayarak bazi genlerin ekspresyonunu degistirebilecegi bilinmesi ile
calismalarda kullanilmaya baslanmigtir. Beraberinde transkripsiyonel faktorlerin
asetilasyonunu arttirmak yoluyla da bu faktorlerin aktivitelerini etkileyebilmektedir. Bu
neden HDAC inhibitérlerinin kisa zincirli yag asitleri grubuna giren valpronik asit
kullanmilmistir. Valpronik asitin SMN2 geninde bulunan splicing hatasini diizelttii ve
bunanla birlikte 7. ekzonun atlamasin1 dnleyerek olgun mRNA olusumuna katki saglayip
tam uzunlukta ve iglevsel SMN proteini tiretimi saglayarak SMN2 geninin protein ve mRNA
seviyesini 2 ila 4 kat arasinda arttirdigi gézlenmistir. Ve bunu ESE dizilerinden olup splicing
dogrulugunu kontrol eden ve SMN transkripsiyon aktivasyonunu kolaylagtiran Htra2-21

miktarlarini arttirmak suretiyle yaptig1 diisiiniilmektedir [36].

Bu tez kapsaminda yapilan SMN2 protor bolgesine ait 5° delesyonlu konstraktlar temel bir
calisma olup, ileride bu parcalarin aktivitelerini arttirmay: saglayacak yeni molekiilllerin
kesfedilmesi hedefimizdir. Bu hedef ¢ercevesinde, SMA hastalaginin terapotik

tyilestirilmesine yonelik ¢aligsmalar detaylandirilacaktir.

60



3. KAYNAKLAR (IEEE)
[1] Pearn. J, ““Classification of spinal muscular atrophies’’, Lancet I, pp. 919-922,1980.

[2] Thieme. A, Mitulla. B, Schulze. F. Spiegler, A.W, ‘“Chronic childhood spinal muscular
atrophy in Germany (West Thiiringen): An epidemiological study’’, Hum. Genet, pp.
344-346, 1994,

[3] Dubowitz. V, ““Ramblings in the history of spinal muscular atrophy’’, Neuromuscul
Disord, 19-69, 2008.

[4] Munsat. T. L, ““The Spinal Muscular Atrophies.”” Curr Neurology, pp.55-71, 1994.

[5] Barkats. M, <‘Amyotrophie spinale infantile- De la découverte du géne a la thérapie

génique SMA: from gene discovery to gene therapy.”” Med Sci, 137-140. French, 2020.

[6] Hensel. N, Kubinski. S, Claus. P, <“The Need for SMN-Independent Treatments of Spinal
Muscular Atrophy (SMA) to Complement SMN-Enhancing Drugs.”’, Front Neurol, pp.
11-45, 2020.

[7] Wirth. B, Herz. M.Wetter. A, Moskau. S, Hahnen. E, Rudnik. Schoneborn, S. Wienker,
T. Zerres. K, ““‘Quantitative analysis of survival motor neuron copies: identification of
subtle SMN1 mutations in patientswith spinal muscular atrophy, genotype-phenotype
correlation, and implication for genetic counseling’’, Am. J. Hum. Genet, 1340-1356,
1999.

[8] Simic. G, ‘‘Pathogenesis of proximal autosomal recessive spinal muscular atrophy’’,
Acta Neuropathol, pp. 223-234, 2008.

[9] Lunn. M. R, Wang. C.H, “‘Spinal muscular atrophy’’, Lancet, pp.2120-2133, 2008.

[10] Wirth. B, Brichta, L, Hahnen. E, ‘“Spinal muscular atrophy: from gene to therapy”’,
Semin Pediatr Neurol, pp. 121-131,2006.

[11] Farrar. Ma and Kiernan. Mc, “The Genetics of Spinal Muscular Atrophy: Progress and
Challenges.’” Neurotherapeutics, pp. 290-302, 2015.

[12] Sumner. C.J, ‘“Molecular mechanisms of spinal muscular atrophy’’, J Child Neurol,
pp.979-989, 2002.

[13] Roy. N, Mahadevan. M.S, McLean. M, Shutler. G, Yaraghi. Z, Farahani. R, Baird. S,
Besner-Johnston. A, Lefebvre. C, Kang. X, Salih. M, Aubry. H, Tamai. K, Guan. X,

61



Jannou. P, Crawford. T.O, de Joug. P.J, Surh. L, Jkeda. J.E, Korueluk. R.G, MacKenzie.
A, “‘“The gene for neuronal apoptosis inhibitory protein (NAIP), a novel protein with
homology to baculoviral inhibitors of apoptosis, is partially deleted in individuals with
type 1, 2 and 3 spinal muscular atrophy (SMA)”’, Cell, pp. 167-178, 1995.

[14] Lefebvre. S, Burglen. L, Frezal. J, Munnich A, Melki. J, ““The role of th SMN gene in
proximal spinal muscular atrophy’’, Hum. Mol. Genet, 1531-1536,1998.

[15] Prior. T.W, ““Spinal muscular atrophy diagnostics’’, J Child Neurol, pp. 952-956, 2007.

[16] Wirth. B, ‘“‘Spinal muscular atrophy: state-of-the-art and therapeutic perspectives.
Amyotroph Lateral Scler Other Motor Neuron Disord’’, pp. 87-95, 2002.

[17] Ogino. S, Wilson. R. B, ‘‘Spinal muscular atrophy: molecular genetics and

diagnostics’’, Expert Rev Mol Diagn, pp.15-29, 2004.

[18] Kolb. SJ, Battle. DJ, and Dreyfuss. G,”’Molecular functions of the SMN complex.”” J
Child Neurol’’, 4-8, 2007.

[19] Erdem. H, Pehlivan. S, Topaloglu. H, Ozguc. M, “‘Deletion analysis in Turkish patients
with spinal muscular atrophy’’, Brain Dev, pp. 86-89, 1999.

[20] Verhaart. lec, Robertson. A, Wilson. Ij, “’Prevalence, incidence and carrier frequency
of 5g-linked spinal muscular atrophy-a literature review’’, Orphanet J Rare Dis, 12-
124, 2017.

[21] McAndrew. PE, Parsons. DW, Simard. LR, et al, ‘‘ldentification of proximal spinal
muscular atrophy carriers and patients by analysis of SMNT and SMNC gene copy
number’’, Am J HumGenet, 1997.

[22] Gilliam. TC, Brzustowicz. L.M, Castilla. LH. Lehner, T. Penchaszadeh, G.K, Daniels.
R.J, Byth. B.C, Knowles. J, Hislop. J.E, Shapira. Y, Dubowitz. V. Munsat. TL, Ott. J.

Davies, K.E, “‘Genetic homogeneity between acute and chronic forms of spinal muscular

atrophy’’, Nature 345, 823-825, 1990.

[23] Ogino. S, and Wilson. RB, “’Spinal muscular atrophy: molecular genetics and

diagnostics.’’, Expert Rev Mol Diagn, 15-29, 2007.

[24] Melki. J, Lefebvre. S, Burglen. L, et al, “‘De novo and inherited deletions of the 5q13

region in spinal muscular atrophies’’, Science, 1994.

62



[25] Frugier. T, Nicole. S, Cifuentes-Diaz. C, et al, ““The molecular bases of spinal muscular
atropy’’, Curr Opin Genet Dev, 2002.

[26] Lunn. MR, and Wang. CH, ‘‘Spinal kas atrofisi,”” Nester, 2008.

[27] Majumder. S, Varadharaj. S, Ghoshal. K, Monani. U, Burghes. AHM, and Jacob. ST,
“‘Identification of a novel cyclic AMP-response element (CRE-Il)and the role of CREB-1
in the cAMP-induced expression of the survival motor neuron (SMN) gene.”” J Biol Chem,
2018.

[28] Oprea. G.E, Krober. S, Mc Whorter. M.L, Rossoll. W, Muller. S, Krawczak. M, and et
all, ““Plastin 3 is a protective modifier of autosomal recessive spinal muscular atrophy’’,
Science, pp. 524-527, 2008.

[29] Lorson. C.L, Strasswimmer. J., Yao. L.M, Baleja. J, Hahnen. E, Wirth. B, Le. T,
Burghes. A.H, Androphy. E.J, ““SMN oligomerization defect correlates with spinal muscular
atrophy severity’’, Nat. Genet, pp. 63-67, 1998.

[30] Wirth. B, ‘‘An update of the mutation spectrum of the survival motor neuron gene

(SMN1) in autosomal recessive spinal muscular atrophy (SMA)’’, Hum Mutat, 2000.

[31] Burghes. AH, ““When is a deletion not a deletion? When it is converted’’, Am J Hum
Genet, pp. 9-15, 1997.

[32] Nurputra. Dk, Lai. Ps, Harahap. Ni, ‘‘Spinal muscular atrophy: from gene discovery to
clinical trials’’, Ann Hum Genet, 435-63, 2013.

[33] Chen. Q, Baird. S.D, Mahadevan. M, Besner-Johnston. A, Farahani. R, Xuan. J.Y,
Kang. X, Lefebvre. C, Jkeda. J.E, Korneluk. R.G, Mackenzie. A.E, ‘‘Sequenceof a 131-kb
region of 5q13.1 containing the spinal muscular atrophy candidate genes SMN and NAIP,
Genomics’’, 121-127, 1998.

[34] Brahe. C and Bertini. E, ““Spinal muscular atrophies: recent insights and impact on

molecular diagnosis’’, J Mol Med, 1996.

[35] Zheleznyakova. GY, Kiselev. AV, Vakharlovsky. VG, Rask-Andersen. M, Chavan. R,
Egorova. AA, Schiéth. HB, and Baranov. VS, ‘‘Genetic and expression studies of SMN2
gene in Russian patients with spinal muscular atrophy type II and III’’, BMC Med
Genet,15;12:96, 2011.

63



[36] Akutsu. T, Nishio. H, Sumino. K, et alL, ‘“Molecular genetics of spinal muscular
atrophy: contribution of the NAIP gene to clinical severity’’, Kobe J Med Sci, 25-31, 2002.

[37] Parsons. DW, McAndrew. PE. lannaccone ST, et all, ‘“Intragenic telSMN Mutations:
frequency, distribution, evidence of a founder effect, and modification of the spinal

muscularatrophy phenotype by cenSMN copy number’’, Am J Hum Genet, 1998.

[38] Erdem. H, ‘‘Spinal miiskiiler atrofinin molekiiler biyolojik 6zellikleri’’, Katki Pediatri
Dergisi, 1999.

[39] Zat’kova. A, Hahnen. E, Wirth. B, ““Analysis of the SMN and NAIP genes in Slovak
spinal muscular atropy patients’’, Human Heredity, 171-74, 2000.

[40] Scharf. JM, Endrizzi. MG, Wetter. A, Huang. S, Thompson. TG, Zerres. K, Dietrich.
WEF, Wirth. B, Kunkel. LM, “‘Identification of a candidate modifying gene for spinal

muscular atrophy by comparative genomics’’, Nat Genet, Sep, 1998.

[41] Zheleznyakova. GY, Kiselev. AV, Vakharlovsky. VG, Rask-Andersen. M, Chavan. R,
Egorova. AA, Schiéth. HB, and Baranov. VS, ‘‘Genetic and expression studies of SMN2
gene in Russian patients with spinal muscular atrophy type II and III’’, BMC Med
Genet,15;12:96, 2011.

[42] Ogino. S, and Wilson. RB, ‘““SMN Genetic testing and risk assessment for spinal
muscular atrophy (SMA)’’, Hum Genet, 477-500, 2002.

[43] Lunn.MR, and Wang. CH, “‘Spinal kas atrofisi’’ Nester, 2008.

[44] Labrum. R, Rodda. J, Krause. A, ““The molecular basis of Spinal Muscular Atrophy
(SMA) in South African black patients’’, Neuromuscular Disorders, 2007.

[45] Alberts. B, Johnson. A, Lewis. J, Raff. M, Roberts. K, Walter. P, ‘“Molecular biology
of the cell’’. Garland Science, 2002.

[46] Faustino. N. A, Cooper. T.A, “‘Pre-mRNA splicing and human disease’’, Genes Dev,
pp. 419-437, 2002.

[47] Caceres. J. F, Kornblihtt. A.R, ““Alternative splicing: multiple control mechanisms and

involvement in human disease’’, Trends Genet, pp.186-193, 2002.

64



[48] Lorson. C.L, Hahnen. E, Androphy. E. J, Wirth. B, ‘A single nucleotide in the SMN
gene regulates splicing and is responsible for spinal muscular atrophy’’, Proc. Natl. Acad.
Sci, US A, pp. 6307-6311, 1999.

[49] Young. P.J, Di Donato. C.J, Hu. D, Kothary. R, Androphy. E.J, Lorson. C.L, *“SRp30c-
dependent stimulation of survival motor neuron (SMN) exon 7 inclusion is facilitated by a
direct interaction with hTra231°’, Hum. Mol. Genet, pp. 577-87, 2002.

[50] Cartegni. L, Krainer. A.R, ‘‘Disruption of an SF2/ASF-dependent exonicsplicing

enhancer in SMN2 causes spinal muscular atrophy in the absence of SMN1’’, Nat Genet,
pp. 37784, 2002.

[51] Lorson. C.L, Androphy. E. J, ““‘An exonic enhancer is required for inclusion of an
essential exon in the SMA- determining gene SMN’’, Hum. Mol. Genet, pp. 259-265, 2000.

[52] Kornblihtt. A.R, Caceres. J.F, <’ Alternative splicing: Multiple control mechanisms and
involvement in human disease’’, Trends in Genet, pp. 186-193, 2002.

[53] Schrank. B, Gotz. R, Gunnersen. JM, Ure. JM, Toyka. KV, Smith. AG, and Sendtner.
M, ““Inactivation of the survival motor neuron gene, a candidate gene for human spinal

muscular atrophy, leads to massive cell death in early mouse embryos’’, Proc Natl Acad

Sci U S A, 1997.

[54] Rossoll. W, Kroning. AK, Ohndorf. UM, Steegborn. C, Jablonka. S,and Sendtner. M,
“‘Specific interaction of Smn, the spinal muscular atrophy determining gene product,
with hnRNP-R and gry-rbp/hnRNP-Q: a role for Smn in RNA processing in motor
axons?’’, Hum Mol Genet, 93-105, 2002.

[55] Liu. Q, and Dreyfuss. G, ‘A novel nuclear structure containing the survival of motor
neurons protein.”’, EMBO J, 1996.

[56] Schmid. A, and DiDonato. CJ, ‘“Animal models of spinal muscular atrophy.’” J Child
Neurol ’, 22(8):1004-12, 2007.

[57] Strachan. T, Read. A, ‘“Human gene expression, “Human Molecular Genetics 3”, 3rd
Ed., Garland Science’’, London-New York, pp. 276-300, 2004.

[58] Graveley. B.R, ‘“Alternative splicing: Increasing diversity in the proteomic world”’,
Trends in Genet, pp. 100-107, 2001.

65



[59] Strachan. T, Read. A, ‘““Human gene expression, Human Molecular Genetics 3”, 3rd
Ed’’, Garland Science, London-New York, pp. 276-300, 2004.

[60] Cooper. GM, Hausman. RE, ‘‘The flow of genetic information, “The Cell, aMolecular
Approach”, pp. 150-272, 2004.

[61] Keinath. Mc, Prior. De, and Prior.Tw, ‘‘Spinal Muscular Atrophy: Mutations, Testing,
and Clinical Relevance’’, Appl Clin Genet, pp. 11-25, 2020.

[62] Swoboda. KJ, Kissel. JT, Crawford. TO, Bromberg. MB, Acsadi. G, D'Anjou. G,
Krosschell. KJ., Reyna. SP, Schroth. MK, Scott. CB, and Simard. LR, ‘‘Perspectives
on clinical trials in spinal muscular atrophy’’, J Child Neurol, 957-66, 2007.

[63] Liang. XH, Sun. H, Shen. W, Wang. S, Yao. J, Migawa. MT, Bui. HH, Damle. SS,
Riney. S, Graham. MJ, Crooke. RM, Crooke. ST, ‘‘Antisense oligonucleotides targeting
translation inhibitory elements in 5" UTRs can selectively increase protein levels’’,
Nucleic Acids Res, pp. 9528-9546, sep, 2017.

[64] Rouleau. SG, Beaudoin. JD, Bisaillon. M, Perreault. JP, ‘‘Small antisense
oligonucleotides against G-quadruplexes: specific mMRNA translational switches’,
Nucleic Acids Res, pp. 595-606, Jun, 2015.

[65] d"Ydewalle. C, Ramos. DM, Pyles. NJ, Ng. SY, Gorz. M, Pilato. CM, Ling. K, Kong.
L, Ward. AJ, Rubin. LL, Rigo. F, Bennett, CF. and Sumner.‘“The Antisense Transcript
SMN-AS1 Regulates SMN Expression and Is a Novel Therapeutic Target for Spinal
Muscular Atrophy’’, Neuron, pp. 66-79, 2017.

[66] Pagani. F, Baralle. F.E, ““Genomic variants in exons and introns: Identifying the
splicing spoilers’’, NatRev Genet, pp. 389-396, 2004.

[67] Naso. MF, Tomkowicz. B, Perry. WL. 3rd, Strohl. WR, “‘Adeno-Associated Virus
(AAV) as a Vector for Gene Therapy’’, BioDrugs, 2017.

[68] Wu. Z, Asokan. A, Samulski. RJ, ‘“Adeno-associated virus serotypes: vector toolkit for

human gene therapy’’, Mol Ther, sep, 2006.

[69] Nurputra. Dk, Lai. Ps, Harahap. Ni, et all, ‘‘Spinal muscular atrophy: from gene
discovery to clinical trials’’, Ann Hum Genet, 2013.

66



[70] He. X, Urip. BA, Zhang. Z, Ngan. CC, Feng. B, ‘‘Evolving AAV-delivered therapeutics
towards ultimate cures’’, J Mol Med (Berl), May, pp. 593-617, 2021.

[71] Menduti. G, Rasa. DM, Stanga. S. Boido. M, ‘‘Drug Screening and Drug
Repositioning as Promising Therapeutic Approaches for Spinal Muscular Atrophy

Treatment”’, Front Pharmacol, Nov, 2020.

[72] Naryshkin. NA, Weetall. M, Dakka. A, Narasimhan. J, Zhao. X, Feng. Z, Ling. KK,
Karp. GM, Qi. H, Woll. MG, Chen. G, Zhang. N, Gabbeta. V, Vazirani. P, Bhattacharyya.
A, Furia. B, Risher. N, Sheedy. J, Kong. R, Ma. J, Turpoff A, Lee CS, Zhang X, Moon
YC, Trifillis P, Welch EM, Colacino JM, Babiak J, Almstead NG, Peltz SW, Eng. LA,
Chen. KS, Mull. JL, Lynes. MS, Rubin. LL, Fontoura. P, Santarelli. L, Haehnke. D,
McCarthy. KD, Schmucki. R, Ebeling. M, Sivaramakrishnan. M, Ko. CP, Paushkin. SV,
Ratni. H, Gerlach. I, Ghosh. A, Metzger F, ‘‘“Motor neuron disease SMN2 splicing
modifiers improve motor function and longevity in mice with spinal muscular atrophy’’,

Science, 2014.

[73] Paik. J, “‘Risdiplam: Spinal Miiskiiler Atrofide Bir Inceleme’’, CNS ilaglari, Nisan,
2022.

[74] Hjartarson. HT, Nathorst-B66s. K, Sejersen. T, ‘‘Disease Modifying Therapies for
the Management of Children with Spinal Muscular Atrophy (5q SMA): An Update on the
Emerging Evidence’’, Drug Des Devel Ther, Jun, 2022.

[75] Germain-Desprez. D, Brun. T, Rochette. C, Semionov. A, Rouget. R, and Simard. LR,
““The SMN genes are subject to transcriptional regulation during cellular differentiation.’’,

Gene, 2001.

[76] Tatar. G. B, Dayangag¢-Erden. D, Erdem- Yurter. H, ‘*Spinal muskiiler atrofi

tedavisinde histon deasetilaz inhibitorlerinin roli’’, Hacettepe Tip Dergisi, 2010.

[77] Bora-Tatar. G, Dayangac-Erden. D, Demir. A.S, Dalkara. S, Yelekci. K, Erdem-
Yurter. H, ‘“Molecular modifications on carboxylic acid derivatives as potent histone

deacetylase inhibitors: Activity and docking

67



Studies’’, Bioorg Med Chem, pp. 5219-522, 2009.

[78] Lunke. S, EI-Osta. A, ‘‘The emerging role of epigenetic modifications and chromatin

remodeling in spinal muscular atrophy’” J Neurochem, pp. 1557-1569, 2009.

[79] Brichta. L, Hofmann. Y, Hahnen. E, Siebzehnrubl. FA, Raschke. H, Blumcke. I,
Eyupoglu. IY, and Wirth. B,”” Valproic acid increases the SMN2 protein level: a well-
known drug as a potential therapy for spinal muscular atrophy’’, Hum Mol Genet, 2003.

[80] Xiao. J, Marugan. JJ, Zheng. W, Titus S, Southall. N, Cherry. JJ, Evans. M,
Androphy. EJ, and Austin. CP, ‘‘Discovery, synthesis, and biological evaluation of novel
SMN protein modulators’’, J Med Chem, 2011.

[81] Wolffe. A.P, Pruss. D, “‘Deviant nucleosomes: The functional specialization of

chromatin’’, Trends in Genet, pp. 58-62, 1996.

[82] Mohseni. J, Al-Najjar. BO, Wahab. HA, Zabidi-Hussin. ZA, and Sasongko. TH,
““Transcript, methylation and molecular docking analyses of the effects of HDAC
inhibitors, SAHA and Dacinostat, on SMN2 expression in fibroblasts of SMA patients’’, J
Hum Genet, 2016.

[83] d"Ydewalle. C, Ramos. DM, Pyles. NJ, Ng. SY, Gorz. M, Pilato. CM, Ling. K,
Kong. L, Ward. AJ, Rubin. LL, Rigo. F, Bennett. CF, Sumner. CJ, ‘‘The Antisense
Transcript SMN-AS1 Regulates SMN Expression and Is a Novel Therapeutic Target for
Spinal Muscular Atrophy’’, Neuron, jan, 2017.

[84] Zhang. ML, Lorson. CL, Androphy. EJ, Zhou. J, *“An in vivo reporter system for
measuring increased inclusion of exon 7 in SMN2 mRNA: potential therapy of SMA”’,
Gene Ther, 2001

[85] Branchu. J, Biondi. O, Chali. F, Collin. T, Leroy. F, Mamchaoui. K, Makoukji. J,

Pariset. C, Lopes. P, Massaad. C, Chanoine. C, Charbonnier. F, ‘‘Shift from extracellular

signal-regulated kinase to AKT/cAMP response element-binding protein pathway

68



increases survival-motor-neuron expression in spinal-muscular-atrophy-like mice and

patient cells’’, J Neurosci, 2013.

[86] Majumder. S, Varadharaj. S, Ghoshal. K, Monani. U, Burghes. AHM, and Jacob. ST,
“‘Identification of a novel cyclic AMP-response element (CRE-II) and the role of CREB-1
in the CAMP-induced expression of the survival motor neuron (SMN) gene’’, J Biol Chem,
2018.

[87] Sutherland. LC, Thibault. P, Durand. M, Lapointe. E, Knee. JM, Beauvais. A,
Kalatskaya. I, Hunt. SC, Loiselle. JJ, Roy. JG, Tessier. SJ, Ybazeta. G, Stein. L, Kothary.
R, Klinck. R, Chabot. B, “‘Splicing arrays reveal novel RBM10 targets, including SMN2
pre-mRNA’’, BMC Mol Biol, Jul, 2017.

[88] Esra. Tokay, *‘Insan URG-4 Geninin Transkripsiyonel Regiilasyonu’’, Fen Bilimleri

Enstitiisii, Balikesir Universitesi, 2014.

[89] Derya. Okuyan, ‘‘insan Karbonikanhidraz Geninin Transkripsiyonel Regiilasyonu’’,

Fen Bilimleri Enstitiisti, Balikesir Universitesi

69



EKLER



EKLER

EK A: SMN2 promotor bélgesinin restriksiyon kesim haritasi

Name: Untitled

Conformation: linear

Overhang: five_prime, three_prime, blunt
Minimum Site Length: 5 bases
Maximum Number of Cuts: all
Included: all commercial, prototypes only

Noncutters: Aarl, Aatll, Absl, Accl, Acll, Afllll, Agel, Agsl, Ajul, Alfl, Alol,
AlwNI, ApaLl, Arsl, Ascl, Asull, Avrll, Bael, Ball, BamHI, Barl, Bcgl, BciVl,
Bcll, Bdal, Bgll, Bglll, BsaAl, BsaBl, BsaXl, BsePl, BseRI, Bsml, Bsp14071,
BspHI, BstEll, Btrl, Cfr10l, Clal, CspCl, Dralll, Drdl, Eam11051, Eco47Ill,
Eco571, EcoNI, EcoP15I, EcoRI, EcoRV, Fall, Fsel, FspAl, Haell, Hindll,
Hindlll, Hpal, Hpy99l, Kpnl, MauBI, Mfel, Mlul, Mmel, Nael, Narl, Ncol,
Ndel, Nhel, Notl, Nrul, Pacl, Pasl, PfIMI, Pfol, PmaCl, Pmel, Ppil, PpuMI,
PshAl, Psil, PI-Pspl, PspXI, Psrl, Pvul, Pvull, Rsrll, Sall, SanDl, Sapl, Scal, PI-
Scel, SexAl, Sfil, Sgfl, SgrAl, SgrDl, SnaBl, Spel, Sphl, Srfl, Sse83871, Sspl,
Swal, Taqll, Tatl, Tfil, Vspl, Xbal, Xcml, Xhol, Xmnl

Name Sequence Lgr:tgeth Overhang |Frequency Posc,i:tligns
BsrBI CCGCTC 6 blunt 1 924
Msll CAYNNNNRTG 6 blunt 1 846
Olil CACNNNNGTG 6 blunt 1 846
Smal CCCGGG 6 blunt 1 938
Stul AGGCCT 6 blunt 1 567
Acyl GRCGYC 6 five_prime 1 1035
ATl CTTAAG 6 five_prime 1 959
Apol RAATTY 6 five_prime 1 458
BbvCl CCTCAGC 7 five_prime 1 659
Bccl CCATC 5 five_prime 1 289
BspMlI ACCTGC 6 five_prime 1 440
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http://rebase.neb.com/rebase/enz/BsrBI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/MslI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/OliI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/SmaI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/StuI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/AcyI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/AflII.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/ApoI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/BbvCI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/BccI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/BspMI.html

Sequence

GCGATG
YGGCCR
GGTCTC
CCWGG
GGATG
GACGC
GAGTC
GCATC
CCWWGG

GACNNNGTC

RGATCY
GGGCCC
ACTGGG
GCAATG

GAYNNNNNRTC

GGTGA
GAAGA
RCATGY
CTGCAG
CCGCGG
TARCCA
ACGGA
CYCGRG
GGWCC
CCCAGC
RGGNCCY
GTSAC
GKGCMC
GTGCAG

CCANNNNNNTGG

Site
Length

Cut

Overhang |Frequency Positions

five_prime
five_prime
five_prime
five_prime
five_prime
five_prime
five_prime
five_prime
five_prime
five_prime
five_prime
three_prime
three_prime
three_prime
three_prime
three_prime
three_prime
three_prime
three_prime
three_prime
three_prime
three_prime
five_prime
five_prime
five_prime
five_prime
five_prime
three_prime
three_prime
three_prime
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1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
2
2
2
2
2
2
2
2

1022
906
135

8
113

1024

321
91

489
330
388
977
659
290
388

25
365
580
701
994
877
320

266, 936
223, 898
60, 88

973,974
13, 952
217,977
290, 706
96, 848


http://rebase.neb.com/rebase/enz/BtgZI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/CfrI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/Eco31I.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/EcoRII.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/FokI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/HgaI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/PleI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/SfaNI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/StyI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/Tth111I.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/XhoII.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/ApaI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/BfiI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/BsrDI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/HaeIV.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/HphI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/MboII.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/NspI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/PstI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/SacII.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/TsoI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/TspGWI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/AvaI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/AvaII.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/BseYI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/DraII.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/Tsp45I.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/BseSI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/BsgI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/BstXI.html

Site Cut

Name Sequence Overhang Frequency Positions

Length
Ecil GGCGGA 6 |three prime 2 130, 959
NmeAlll GCCGAG 6 |three_prime 2 316, 732
Sacl GAGCTC 6 |three_prime 2 131, 267
TspDTI ATGAA 5  |three_prime 2 822, 840
Tstl |CACNNNNNNTCC 6 three_prime 2 69, 101
Esp3l CGTCTC 6  five prime 3 33%9%53’
Bsrl ACTGG 5 three_prime 3 58, 554,
654
: 302, 706,
Btsl GCAGTG 6 |three prime 3 1030
Eco57MI CTGRAG 6 three_prime 3 75%1517 L
Gsul CTGGAG 6 three_prime 3 75%517 L
. . 130, 569,
BpulOl CCTNAGC 6 five_prime 4 659 733
. , 104, 241,
Faul CCCGC 5 five_prime 4 086, 998
. : 124, 260,
Smll CTYRAG 6 five_prime 4 676. 950
Bpll GAGNNNNNCTC 6 three_prime 4 1, ﬁflz’
: 144, 606,
BseMlI CTCAG 5  three_prime 4 650, 724
267, 683,
Bbvl GCAGC 5 five_prime 5 707, 969,
1026
280, 696,
Tsel GCWGC 5 five_prime 5 720, 982,
1014
131, 217,
Sdul GDGCHC 6 three_prime 5 267, 683,

977
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http://rebase.neb.com/rebase/enz/EciI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/NmeAIII.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/SacI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/TspDTI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/TstI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/Esp3I.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/BsrI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/BtsI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/Eco57MI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/GsuI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/Bpu10I.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/FauI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/SmlI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/BplI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/BseMII.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/BbvI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/TseI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/SduI.html

Site Overhang |Frequenc Cut
Length g . Y Positions

309, 554,
TspRI CASTG 5  three_prime 5 706, 806,
1030

135, 319,
BsmAl GTCTC 5 five_prime 6 338, 553,
596, 760

173, 720,
Taul GCSGC 5  |three_prime 6 944, 1020,
1023, 1035

316, 318,
348, 350,
355, 387,
695, 727,
738, 770,
850, 882

Name Sequence

Hindl | GAYNNNNNVTC 6 three_prime 12
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http://rebase.neb.com/rebase/enz/TspRI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/BsmAI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/TauI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/Hin4I.html

EK B: Promotor Parcalarinin Dizi Analizi

1l6b¢’ye Ait Dizi Analizi Sonucu

116BC DIzl AGCCCCGGGCGGCGGAAGTCGTCACTCTTAAGAAGGGACGGGGCCCCACGCTGCGCACCC 84

NCBI Pro AGCCCCGGGCGGCGGAAGTCGTCACTCTTAAGAAGGGACGGGGCCCCACGCTGCGCACCC 992

1l6bg¢ Dizi GCGGGTTTGCTATGGCGATGAGCAGCGGC 113

NCBI Pro GCGGGTTTGCTATGGCGATGAGCAGCGGC 1021

223b¢’ye ait dizi analiz sonucu

223bc Dizi aaGGAAAGGAAATATAACACAGTGAAATGAAAGGATTGAGAGAAATGAAAAATATACACG 982

NCBI Pro AAGGAAAGGAAATATAACACAGTGAAATGAAAGGATTGAGAGAAATGAAAAATATACACG 143

457b¢’ye Ait Dizi Analiz Sonucu

457b¢ Dizi AAACAAACAAACAAAAAAAAAAGGAAAGGAAATATAACACAGTGAAATGAAAGGATTGAG

NCBI Pro AAACAAACAAACAAAAAAAAAAGGAAAGGAAATATAACACAGTGAAATGAAAGGATTGAG

618bg¢’ye Ait Dizi Analiz Sonucu

618b¢ Dizi GGAGGCTGAGGTGGGAGGATCGCTTGAGCCCAAGAAGTCGAGGCTGCAGTGAGCCGAGAT 855

NCBI Pro GGAGGCTGAGGTGGGAGGATCGCTTGAGCCCAAGAAGTCGAGGCTGCAGTGAGCCGAGAT 299

618b¢ Dizi CGCGCCGCTGCACTCCAGCCTGAGCGACAGGGCGAGGCTCTGTCTCAAAACAAACAAACA 915

Frrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e

NCBI Pro CGCGCCGCTGCACTCCAGCCTGAGCGACAGGGCGAGGCTCTGTCTCAAAACAAACAAACA 359
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