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OZET
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Spinal Muskiiler Atrofi, omurilikteki anteriyor horn hiicrelerinin kalici bozulmasiyla
olusan kas zayiflig1 ve atrofi olarak tanimlanan hastaliktir. 10000 dogumda bir ¢ocugu
etkileyen otozomal resesif olan SMA, bebek oOliimlerindeki en yaygin genetik nedendir.
SMA hastaligt SMNI1 genindeki defektlerle ortaya ¢ikmaktadir. SMA’nin, 4 tipi
bulunmaktadir. Diinyada tedavi stratejileri olduk¢a kisithh ve ¢ok pahalidir. Bu tez
caligmasinda rekombinant SMN1 proteini TAT peptidi ile birlikte olusturulacaktir ve ilag
olusturma potansiyeli in vitro olarak degerlendirilmesi hedeflenmistir. Yapilan ¢aligsmalar 3
is paketinden olusmaktadir. Ik olarak, SMNI1 geni pEGFP/N2 vektdrii igerisinden
restriksiyon enzimler ile kesilerek, pET-21a vektoriine klonlanmistir. Bu klon SMNI1-pET-
21a olarak isimlendirildi. Ikinci asamada bu klonun yanina SMNI1 proteininin hiicre
membranindan gecisini saglamasi amaciyla hiicre gecis protein dizileri (TAT dizisi)
klonlanmigtir. Bu klonun adi TAT-SMN1-pET21-a olarak isimlendirildi. Kontrol amagli
bos pET-21a plasmidi kullanilmigtir. Tiim plazmitler E.coli BL21(DE)3 bakteri soylarina
transforme edilmistir. Ikinci is paketinde ise, E.coli BL21(DE)3 bakterileri IPTG ile
indiiklenmistir. Ardindan Ni-Nta yontemiyle iiretilen protein lizatindan histidin kuyruguna
sahip TAT-SMN proteini saflagtirildi. Saflagtirma Western blot ve SDS-Page ile
dogrulanmustir. di. Ugiincii is paketinde ise rekombinant protein aktivitesinin in vitro
kosullarda etkisinin incelenmesi i¢cin SH-SYSY hiicrelerinde SMNI1 gen ifadesi lentiviral
pLKOI plasmidi ile shRNA sistemi ile susturulmustur. Tek koloni se¢ciminden sonra, elde
edilen kolonilerde susturmanin gergeklestiZi, mRNA ve protein seviyesinde
dogrulanmigtir. Ardindan, saflastirilan rekombinant protein farkli konsantrasyonda ve
zamanlarda hiicrelere uygulanmigtir. Rekombinant proteinin hiicre canliligina etkisi MTT
analizi ile belirlenmigtir. Hiicre icerisine girip girmedigi immunofloresan teknigi
kullanilarak belirlendi. Daha sonra, SH-SY5Y ve SMNI ifadesi susturulmus hiicrelere
farkli konsanstrasyonlarda rekombinant TAT-SMN proteini uygulanarak, hiicrelerdeki
SMN protein seviyeleri immunofloresan teknigiyle belirlendi. Uretilen ilag adayinin in
vitro aktivite deneylerinde basarili oldugu belirlenmistir.

ANAHTAR KELIMELER: SMA, SMN, Rekombinant, Protein, Saflastirma
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ABSTRACT

PRODUCTION AND PURIFICATION OF RECOMBINANT SMN1 PROTEIN
FOR USING IN THE TREATMENT OF SMA DIiSEASE
MSC THESIS
HASAN CAPRAZ
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

MOLECULAR BIOLOGY AND GENETICS

(SUPERVISOR: PROF. DR. FERAY KOCKAR )

(CO-SUPERVISOR: DOC. DR. ESRA TOKAY )
BALIKESIR, JUNE - 2024

Spinal Muscular Atrophy is a disease characterized by muscle weakness and atrophy
caused by permanent deterioration of the anterior horn cells in the spinal cord. Affecting
one child in 10000 births, autosomal recessive SMA is the most common genetic cause of
infant mortality. SMA is caused by defects in the SMN1 gene. There are 4 types of SMA.
Treatment strategies are very limited and very expensive in the world. In this thesis study,
recombinant SMNT1 protein will be created together with TAT peptide and its drug-forming
potential will be evaluated in vitro. The studies consist of 3 work packages. Firstly, SMN1
gene was cloned from pEGFP/N2 vector by restriction enzymes and cloned into pET-21a
vector. This clone was named SMNI1-pET-21a. In the second stage, cell transit protein
sequences (TAT sequence) were cloned next to this clone to enable the SMN1 protein to
pass through the cell membrane. This clone was named as TAT-SMNI1-pET21-a. The
empty pET-21a plasmid was used as a control. All plasmids were transformed into E.coli
BL21(DE)3 bacterial strains. In the second work package, E.coli BL21(DE)3 bacteria were
induced with IPTG. TAT-SMN protein with histidine tail was then purified from the
protein lysate produced by Ni-Nta method. Purification was confirmed by Western blot
and SDS-Page. In the third work package, SMN1 gene expression in SH-SYSY cells was
silenced by lentiviral pLKO1 plasmid and shRNA system to examine the effect of
recombinant protein activity under in vitro conditions. After single colony selection,
silencing was confirmed at the mRNA and protein level. Then, the purified recombinant
protein was applied to the cells at different concentrations and times. The effect of the
recombinant protein on cell viability was determined by MTT assay. Whether it enters into
the cell was determined using immunofluorescence technique. Then, SH-SY5Y and SMNI1
expression silenced cells were treated with recombinant TAT-SMN protein at different
concentrations and SMN protein levels in the cells were determined by
immunofluorescence technique. The produced drug candidate was found to be successful
in in vitro activity assays.

KEYWORDS: SMA, SMN, Recombinant, Protein, Purification
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1. GIRIS

1.1 SMA Hastahg

Spinal Muskiiler Atrofi (SMA), kas hareketlerini kontrol eden omurilik ve alt beyin
sapinda a-motor noéronlarinin dejenerasyonu ile buna bagl giicsiizliik ve kas atrofisi ile
karakterize, felce ve Olime yol agan ciddi bir néromuskiiler hastaliktir. Hastaligin
ilerleyisi, diger dejeneratif motor noron hastaliklarina kiyasla farkli bir patern izler. SMN
proteini eksikliginin sebep oldugu, yasamsal kaslardaki giic kayb1 ve motor
fonksiyonlarin azalisi hastalifin baglangicinda en fazla goriilir. Bu hizli diisiisiin
ardindan, hastalik daha yavas ilerler ve genellikle erken yasta 6liimle sonuglanir [1]. Bebek
Olimlerinin en Onde gelen genetik nedeni olan SMA hastaligi [2], her 10.000 canl

dogumda bir hasta ve her 60 yetiskin bireyden birinde tasiyici oldugu gozlemlenmistir [3].

SMA, ilk olarak 1891°de Guido Werdnig tarafindan iki erkek kardes iizerinde yapilan
caligmalar sirasinda orta ve siddetli formlariyla tanimlanmistir [4]. Daha sonra, Johan
Hoffmann, yedi farkli vaka iizerindeki incelemeleri sirasinda bu hastaligi daha da
belirginlestirmistir. Bir ylizy1l sonra, hastaligin kaynagimin 5q11.2-q13.3 lokasyonunda
bulunan bir gen oldugu kesfedilmistir. Hastaliga neden olan bu gene, 1995 yilinda SMN
ad1 verilmistir [1]. Bu konumda, dort farkli gen bulunmaktadir ve her biri belirli bir protein
kodlar: SMNI geni, SMN olarak bilinen proteini kodlar. NAIP geni, Noronal Apoptozis
inhibitér proteini kodlar. GTF2H2A geni, genel transkript faktori 2H, p44’i kodlar.
SERF1A geni, kiigik EDRK-zengin FaktorlA’yr kodlar. Insan genomunun 5.
kromozomunda, yalnizca insanlara 6zgii olan ve yaklasik 500 kilobaz (kb) biiyiikliigiinde
bir ters donmiis duplikasyonlar bulunmaktadir. Bu duplikasyonlar igerisinde yer alan
genlerden SERFIB, orijinal genin tam bir kopyasidir. Diger genler ise, SMN2, ¥
GTF2H2B ve ¥ NAIPAS genleri, orijinal genlerine goére ¢ok az sayida niikleotid
farkliligina sahiptir. Bu farkliliklar Sekil 1.1°de gosterilmistir. SMN proteini, SMN1 ve
SMN2 olmak {iizere iki gen tarafindan kodlanir. Ancak, alternatif splays nedeniyle SMN2,
agirlikli olarak %90 islevsiz SMN proteini liretir. Bu durum, genlerin ve proteinlerin

karmasgik etkilesimlerini ve islevlerini gosterir [35, 6].
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Sekil 1.1: Kromozomun 5q13. bdlgesinin yerlesim diizeni [6].

1.2 SMA TiPLERI

En sik rastlanan otozomal resesif hastaliklardan biri olan SMA [3], kaslardaki motor
fonksiyonlariin bozuklugu, kas zayiflig1 ve progresif sakatlik, tiim SMA fenotiplerinin
karakteristigidir [7]. SMA’nin siddeti, baslangi¢c yasina ve SMN2 geninin kopya sayisina
gore farkli gruplar arasinda Onemli Olgiide degiskenlik gdsterir [8]. SMA daha sonra
semptomlarin baslama yas1 ve elde edilen maksimum motor fonksiyona gore 4 klinik tipte

siiflandirilmistir. SMA tipleri tablo 1°de 6zetlenmistir [9].

Tablo 1.1: Spinal Muskiiler Atrofi Siniflandirmasi [9].

SMA Tipi Baslama Yasi Motor Yetiler Oliim

I (Werdnig- Hoffmann Hast) 0-6 ay Yardimsiz oturamaz <2 yas

II (intermediate form) <18 ay Oturabilir, yliriiyemez >2 yas
Belili bi Kad Yetiskin

III (Kugelberg-Welander Hast.) 1.5- 18 yas clirll bir yasa kadar
yliriiyebilir.

Normal

IV (Yetiskin tip) 30- 40 yagslar Yiirtime kusuru yasam

1.2.1 SMA TIP 1

SMA Tip 1, ayn1 zamanda Werdnig-Hoffmann hastalig1 olarak bilinir, Spinal Muskiiler
Atrofinin en yaygin ¢esidini olusturur. SMA hastalarinin yaklasik %50 ila %60’1n1 kapsar
[10]. 6 aydan 6nce baglayan bagimsiz oturamama en temel gostergesidir. (Wadman ve ark.,
2014). Bebeklik doneminde derin kas zayifligi [11] ve solunum yetmezligi olusturarak, 2
yasindan Once Oliime yol agar [12]. Arastirmalar, SMA tip 1 hastalarinin ciddiyete gore

daha da alt gruplara ayrilabilecegini gostermistir [11].



1.2.2 SMA TIP 2

Ara form SMA olarak da bilinen SMA tip 2, tipik olarak SMA tip 1’de goriilenlerden daha
az siddetli olan kas giicsiizliigli ve motor zorluklar gibi semptomlarla kendini gosterir [13].
SMA tip 2 hastalar1 dik oturma becerisi ile karakterize edilir ancak hastalar bagimsiz
olarak yiiriiyemez [14, 15]. Bu hastalarda kreatinin seviyeleri tip 1’e kiyasla daha ytiksek
bulunmustur [16]. Ayrica, SMA tip 2’de zaman i¢inde kas kalinligiin azalmasi tip 1’e
kiyasla daha az siddetlidir [17].

1.2.3 SMA TIP 3

Hafif form SMA olarak da bilinen Spinal Muskiiler Atrofi tip 3, tip 1 ve 2’ye kiyasla
hastaligin daha hafif bir formunu temsil eder. SMA tip 3 hastalarinda tipik olarak
semptomlar daha gec¢ baslar [18]. Hastalarda cesitli derecelerde kas giicsiizliigii ve atrofi
goriilebilir [19], ancak tip 1 ve 2’ye kiyasla kas gli¢siizliigiinde daha az siddetli bir ilerleme
goriiliir [18].

1.2.4 SMA TIP 4

SMA hastalarinin yalnizca %5’ini olusturan Tip 4 SMA hastalari, hastaligin en hafif
formuna sahiptir ve ayakta tedavi goriirler. Bu formun belirtileri, Tip 3 SMA ile biiyiik
Ol¢iide benzerlik gosterir ve yalnizca yetiskinlik doneminde daha ge¢ baslamasiyla ayrilir

[20].

1.3 SMN Proteini ve Gorevleri

SMN genleri, 294 amino asitlik 38 kDa biiyiikliigiinde bir protein kodlar [21]. Insan SMN
proteini, merkezi bir Tudor domaini, C-terminal prolin zengini bdlge, YG bolgeleri, N-
terminal Gemin2- ve niikleik asit baglayic1 bolgeler igerir. Bu bolgeler Sekil 1.2°de

gosterilmistir [21].

Basic/ .
A Lysine-rich region Judor Domain

Proline-Rich YG Box

3 I 4
Gemin2 COPI  Sm proteins, FUS Profilin Gemin3, ZPR1
— C0ilin, EWS, FMRP SIN3A, TGS1
Nucleic acids Pol I CTD Self-oligomerization
H3K79Me, Importin {3
p53 Fibrillarin, GAR1
hnRNP Q, R, U

Sekil 1.2: SMN proteininin sematik gosterimi. Rakamlar ekzonlar1 gostermektedir [22].



SMN proteini i¢in yapilan filogenetik analizler sonucu evrimsel siire¢ boyunca yiiksek
diizeyde korundugu ve sempanze genomunda SMNI geninin birden fazla kopyasinin
oldugu kesfedilmistir. Bu caligmalar, SMN proteininin evrimsel siirecteki 6nemini ve

biyolojik islevinin kritik oldugunu gdstermektedir. [23].

SMN proteini her yerde ifade edilir ve RNA ekleme, transkripsiyon, sitoplazmik tagima,
apoptoz ve ribozomal islemede ¢esitli islevleri vardir [24]. Sitoplazma, niikleoplazma ve
niikleer Cajal Cisimcikleri (CC) dahil olmak iizere ¢esitli hiicresel bolmelere lokalize olur

[25].

Somatik hiicrelerde, ¢ekirdekte ve sitoplazmada bulunan SMN proteininin ana islevi, RNA
metabolizmasinda 6nemli bir rol oynayan ve snRNP’ler olarak bilinen kiiciik niikleer
riboniikleoprotein pargaciklarinin birlestirilmesini diizenlemektir [21]. SMN proteini,
Gemin alt birimleri igerir ve splaysozomal snRNP’lerin birlestirilmesinde kritik dneme
sahiptir. Bu kompleks, snRNP’lerin ve potansiyel olarak diger riboniikleoprotein
partikiillerinin sitoplazmik birlesimine dahil olurken, ayni1 zamanda pre-mRNA splayzina

ve transkriptozomlarin olusumuna katki saglar [26-28].

SMN, ayrica U snRNP’lerin biyogenezi i¢in de gereklidir ve bu siirecteki kusurlar pre-
mRNA’larin spesifik splays inhibisyonu ile iligkilendirilmistir [26, 29]. Ayrica SMN
proteinleri aksogenezde, akson biiyiimesi ve bakimi ile ilgili spesifik ndronal

mekanizmalarda ve telomeraz biyogenezinde rol oynadig: kesfedilmistir [30, 31].

SMN proteini; snRNP’lerin molekiiler etkilesimleri ve fonksiyonlari, RNA isleme, pre-
mRNA birlestirme, hiicresel homeostaz, hiicre yasaminin siirdiiriilmesi ve néronlarin

stabilitesi i¢in gereklidir.

SMN sitoplazmada, noronal biiyiime konilerinde, noronal uzantilarda ve c¢ekirdekte
bulunan her yerde ifade edilen bir proteindir. Cekirdekte SMN, geminler adi verilen
subniikleer cisimler olusturur. SMN proteininin ¢esitli gorevleri Sekil 1.3’te gosterilmistir.
SMN proteini, aktin hiicre iskeleti dinamiklerinde, RNA metabolizmasinda, mRNA
tasinmasinda, ubikitin homeostazinda, biyoenerjetik yolakta ve sinaptik vezikiil

saliniminda rolii vardir, ancak SMA’dan tek basina sorumlu degildir [32].
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Sekil 1.3: Noronal hiicrelerde SMN’nin lokalizasyonu ve fonksiyonlar1 [32].

SMA’nin genetik temeli, SMN1 genindeki mutasyonlar1 igerir ve bu da motor néronun
hayatta kalmasi i¢in gerekli olan SMN proteininin eksikligine yol acar. Ayrica SMA’nin
siddeti, SMN2 geninin kopya sayisindan etkilenir; daha fazla kopya, daha hafif hastalik
belirtileriyle iliskilendirilir. Insanlarda, her bir alel iizerinde Sagkalim Motor Noron (SMN)
geninin iki farkli formu mevcuttur. Birincisi telomerik form olarak bilinen tek bir gen olan
SMNI1. Digeri ise sentromerik olan ve birden fazla kopyas: bulunan SMN2 geni [33].
SMNI1 ve SMN2 genleri arasinda sadece 5 baz gifti farklidir. Kodlama sekanslar1 ise
sadece tek bir niikleotid farklilik gosterir. SMN2’nin tek bir kodlayict varyant degisikligi
¢.840C>T, (Sitozin>Timin siibstitlisyonu) bir ekzonik ekleme arttiriciyr (ESE) etkisiz hale
getirir ve ayn1 anda transkripsiyon sirasinda ekzon 7°nin atlanmasina ve dolayisiyla eksik
ve hizla bozulabilen SMN proteinine yol acar [34]. Bu etki, SMN2’den elde edilen
transkriptlerin yaklasik %90’unda ekzon eksikligine yol agar [35]. SMN1 ve SMN2
genlerinin tirettigi SMN proteini farkliliklar1 Sekil 1.4°te gosterilmistir.
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Sekil 1.4: SMN1 ve SMN2 tarafindan iiretilen SMN proteinlerinin farki [35].
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Sentromerik SMN (SMNc-SMN2) geni, %90 SMNA7 adi verilen stabil olmayan bir
proteinin ve %10 verimli ¢alisabilen SMN proteini, iiretimlerini gergeklestirir [32]. SMN2
geninin intron 7 bodlgesinde bulunan ve ISS-N1 olarak adlandirilan 6nemli bir sekans,
transkripsiyon sirasinda ekzon 7’nin atlanmasina katkida bulunur [36]. Telomerik SMN

(SMNt-SMN1) tam uzunlukta %100 stabil SMN proteini iiretir [37].

SMN1I’in homozigot delesyonu Oliimciildiir. SMN1’deki delesyonlar veya intragenik
mutasyonlar SMA’nin tiim formlarinda bulunur [33]. SMA hastalarinin yaklasik %951
SMNI1 ekzon 7’nin homozigot delesyonuna sahipken; geriye kalan %5’i SMN1 heterozigot
delesyonuna ve nokta mutasyonuna sahiptir [38]. SMA hastalarindaki fenotipik
degiskenlik, SMN2 geninin kopya sayisi ile iligkilidir. SMN2’nin kopya sayis1 hastaligin
siddeti ile dogru orantilidir [39]. SMN2 kopya sayist azaldik¢a hastaligin siddeti artar.
SMN2’nin 5 veya daha fazla kopyasina sahip bireylerde hicbir semptom goriilmeyebilir
[40].

1.3.1 DNA Metabolizmasindaki Gorevleri
RADS1 tarafindan yonlendirilen DNA rekombinasyonu olarak da adlandirilan homolog
rekombinasyon (HR), DNA c¢ift iplik kopmalarinin (DSB’ler) onariminda, genomik



stabiliteyi korumada ve DNA onarimini desteklemede kritik bir rol oynar. Bu mekanizma,
hiicrenin yagamini siirdiirebilmesi i¢in, Ozellikle genomik hasarin uygun bir sekilde
onarilmamas: durumunda mutasyonlara, kansere ve diger hastaliklara neden olabilecegi

icin onemlidir [41].

SMN-GEMIN2 kompleksinin yapisal incelemesi, SMN ve GEMIN2 arasindaki 6zel tuz
kopriileri ve hidrojen baglarint agiga ¢ikararak, bu iki bilesen arasindaki yogun iliskiyi
gostermistir [42]. Bu siki iliski, GEMIN2’nin SMN proteininin isleyisinde gerekli oldugu
ve kompleksin genel islevselligi {lizerindeki Onemini vurgulayan sonuclarla daha da

kanitlanmistir [43].

SMN ve GEMIN2 arasindaki etkilesim, 6zellikle RADS1 tarafindan yonlendirilen DNA
rekombinasyon reaksiyonlarina bagli olarak gesitli hiicresel islemlerde kritik bir rol oynar.
Caligmalar, SMN ve GEMIN2’nin bir kompleks olusturdugunu ve bu kompleksin i¢inde
SMN’nin DNA’ya baglanma yeteneklerini sergileyebilecegini, GEMIN2’nin ise RAD51’e

baglanma yeteneklerini gosterdigini belirtmistir [44].

DNA uglarinin rezeksiyonu ile baslayan bu siire¢ tek sarmalli DNA’nin olusumunu igerir.
RADS51, tek sarmalli DNA iizerinde bir niikleoprotein filamenti olusturmak {izere
caligmaya baglar [45]. Bu filament, homolog bir DNA dizisini tanimlayip iizerine gelir, bu
da DNA polimerazin homolog diziyi sablon olarak kullanarak yeni DNA sentezlemesine
olanak taniyan bir yer degistirme dongiisti olusturur [46]. Rekombinasyon ara {iriinlerinin
coziilmesi, onarilmis DNA’ya yol acar ve bu DNA, kromozomal biitiinliigli yeniden
saglamak icin baglanir. Bu siire¢, genomik stabilitenin korunmasi i¢in hayati dneme
sahiptir ve Ozellikle kardes kromatitlerin bulundugu hiicre dongiisiiniin S ve G2 fazlari

sirasinda kritiktir [47].

SMN proteini, 6zellikle sik sik kirilmaya egilimli olan ribozomal DNA (rDNA) lokusunda
DNA biitlinltigliniin korunmasinda da rol oynar. SMN eksikligi rDNA hasarinin artmasina
yol acgarak ribozomal RNA sentezi ve translasyonunun bozulmasina neden olur. Bu durum
ozellikle diisik SMN proteini seviyelerinin motor ndron dejenerasyonuyla baglantili

oldugu Spinal Muskiiler Atrofi baglaminda 6nemlidir [48].



Ayrica, SMN proteininin, DNA hasar1 varliginda histon H3 ile sentromerlere etkilesim
yoluyla toplanmast ve indiiklenen Sentromerik Hasar Tepkisine (iCDR) katilimi, DNA
hasar yanit1 ve onarim siireclerinde kritik bir rol oynar. Histon H3, DNA hasar1 yanitint ve
onarimii etkileyebilecek ¢esitli post-translasyonel modifikasyonlara tabidir. Ornegin,
histon H3’{in treonin 45°teki (pH3T45) fosforilasyonu DNA hasarina bir yanittir ve kayb,
DNA onarim proteinlerini ise almak i¢in Onemli olan baska bir modifikasyon olan
H3K36me3’ii azaltabilir. Bu durum, pH3T45’in 6zellikle homolog olmayan ug birlestirme
(NHEJ) yolu araciligiyla DNA hasarinin uygun sekilde onarilmasi i¢in ¢ok Onemli
oldugunu ve yoklugunun apoptozun artmasina ve hiicre sagkaliminin azalmasina yol

acabilecegini gostermektedir [49].

Ek olarak histon H2AX miktari, SMN seviyesine bagimlidir [50]. Histon H2AX, DNA c¢ift
iplik¢ik kirilmalarina yanit olarak YH2AX olusturmak icin serin 139’da hizla fosforile
edilir, hasarl1 bolgeleri isaretler ve DNA onarim makinelerini goreve getirir [51]. Bu
fosforilasyon, DNA hasarina verilen en erken hiicresel tepkilerden biridir ve hiicre dongiisii
kontrol noktalari, genomik stabilite ve apoptoz dahil olmak {izere ¢esitli hiicresel islevlerde
rol oynar. H2AX’1n fosforile formu, DNA hasar yanitinin (DDR) 6nemli bir bilesenidir ve
hem DNA’nin onariminda hem de DNA hasarina kars1 hiicresel yanit1 kontrol eden sinyal

yollarinda rol oynar [52].

1.3.2 Aktin Hiicre iskeletini Diizenleyen Sinyal Mekanizmalarindaki Gérevleri

Aktin Baglayici Proteinler (ABP’ler), aktin hiicre iskeletinin dinamik yapisini diizenleyen,
hiicre sinyalizasyonunda ve hiicre yapisinin korunmasinda kritik roller iistlenir. Bu
proteinlerin ¢esitli hiicresel siiregclerde 6nemli bir etkisi oldugu kanitlanmistir. Mikrotiibiil
bazli organeller olan ve birgok hiicre tipinin yiizeylerinde bulunan silialarin isleyisi,
ABP’lerin varligina baghdir. Bu hiicre tipleri arasinda kardiyak fibroblastlar, vaskiiler
endotel hiicreleri, insan retinal pigment epitelyal-1 (RPE-1) hiicreleri ve alveolar epitel
hiicreleri bulunmaktadir. ABP’ler, filamentli aktin (F-aktin) morfolojisini diizenleyerek
silialarin normal isleyisine katki saglarlar. Ayrica, siliyer yapisal yeniden modelleme ve
sinyalleme siireglerinde de etkin bir rol oynarlar [53]. Spinal Muskiiler Atrofi baglaminda,
aktin baglayici proteinlerin, SMA hastalarinda SMN proteininin azalmig seviyelerine bagh

olarak bozulan Rho-kinaz (ROCK) yolunda rol oynadigi gosterilmistir [54].



ROCK yolu, hiicre adhezyonu, proliferasyon, hareketlilik ve kasilma dahil olmak {izere
hiicresel siireglerin diizenlenmesinde Onemli rol oynayan bir sinyal yoludur. Sinir
sisteminde ROCK proteinleri, gelisim sirasinda ve yaralanma sonrasinda aksonal
biiylimeyi, sinaptik plastisitenin altinda yatan dendritik biiyiimeyi ve omurga yeniden
sekillenmesini, diger sinyal iletim yollariyla ¢apraz konusma yoluyla hiicre sagkalimini ve
noroinflamasyon da dahil olmak {izere glial aktivasyon ve islevi diizenleyen c¢ok cesitli
iletim molekiillerini fosforile eder [55]. Bu yol, ndrolojik bozukluklar, osteoartrit ve kanser

dahil olmak iizere ¢esitli hastaliklarda rol oynar [56].

Aktin baglayict proteinler olan profilinl ve profilin2a aktin diizenegini destekler.
Profilin2a, profilinin néronal izoformudur [57]. Profilin2a, bir SMA hastasindan tiiretilen
bir SMN2 yanlis anlam mutasyonu (S230L) tarafindan biiylik 6l¢lide bozulan SMN’deki
bir prolin rezidiilerine baglanir. ROCK yolunda 6nemli islevi bulunan profilin2a, SMN
proteinini ROCK yolagia dogrudan baglar [53, 58]. SMN ile aktin baglayici protein olan
profilin2a arasindaki etkilesim, noronal hiicrelerde norit biiyiimesi i¢in ¢ok dnemlidir ve
profilin2a’nin hiper-fosforilasyonunun, SMN ile ROCK yolu arasindaki molekiiler baglanti

oldugu ve ndrit biiyiimesini baskiladig1 bulunmustur [53].

ABP’ler tarafindan diizenlenen F-aktin’in dinamik yapisi, hiicrelerin gesitli islevlerinin
gerceklestirilmesinde kritik bir rol oynar. Bu islevler arasinda aksonlarin olusumu,
hiicrenin polaritesinin belirlenmesi, hiicre gocii, vezikiil tagimaciligi ve endositoz gibi
stirecler bulunmaktadir. F-aktin baglama ve demetleme yeteneklerine sahip olan Plastin3

(PLS3), bir Ca** bagimli proteindir [59].

PLS3 proteininin mevcudiyeti, SMN1 geni silinmis ve 3-4 kopya SMN2 geni tastyan
bireylerde SMA semptomlarinin ortaya c¢ikmasimi engeller. PLS3 proteininin asirt
ekspresyonu agir SMA fare modelinde hayatta kalma siiresini 14 glinden 250 giine
cikarabilir. Bu durum, SMA belirtisi gostermeyen SMNI1 geni silinmis bireylerin
durumunu yansitir. PLS3 proteininin asir1 ekspresyonu, endositozun normal diizeylere geri
donmesini saglar ve bu, SMA’da bozulan ndrotransmisyon ve ndromuskiiler bileske
bakiminin altinda yatan temel hiicresel mekanizmalardan biri olabilir [60].

Ancak, bazi ¢alismalar PLS3’lin SMA fenotipini insanlarda degistirmek i¢in uygun bir
terapotik hedef olmadigini belirtmistir [61]. Bu yiizden PLS3 ve SMA iligkisi daha fazla

calisilmast gerekilen bir konudur.



1.3.3 Endositoz Mekanizmasindaki Gorevleri

SMN, endositozda gorevli proteinlerle etkilesime girer ¢iinkii néronal sinyallesme, aksonal
ve dendritik biiyiime i¢in bu siire¢ gereklidir. Bu siire¢ i¢in aktin hiicre iskeleti ve PLS3
gereklidir [62]. SMA hastalarindan elde edilen hiicrelerde yapilan c¢alismalar, SMN
proteininin eksikliginin, sinaptik vezikiillerin endositik geri doniisiim siirecini etkileyerek
sinaptik iletimin bozulmasina yol agtigini ortaya koymustur [22]. Bu bozukluk, endozomal
proteinlerin anormal lokalizasyonu, ndronal ve ndronal olmayan dokuda endozomal
eksikliklere yol agar. Ayrica, siddetli SMA tipi olan farelerde, elektrik stimiilasyonuna
maruz birakilan transversus abdominis kasindaki endositozun bozuldugu bulunmustur [62].
Sonraki c¢alismalar, SMN proteininin azalmis fonksiyonunun endositozu bozdugunu,
endozomal bdlmelerde ve sinaptik vezikiil kenetlenmesinde kusurlara yol ag¢tigim
gostermistir [63]. Biitlin bu ¢aligmalara ragmen SMN’nin endositoza dogrudan etkiledigi

mekanizmalar heniiz bilinmemektedir.

1.3.4 Otofaji Mekanizmasindaki Gorevleri

Otofaji, hiicrelerin hasar gormiis organellerini ve proteinlerini parcalayarak geri
doniistiirdiigii bir siirectir ve bu siireg, hiicresel homeostazin ve ndron sagliginin
korunmasinda kritik bir rol oynar [64]. Arastirmalar, SMA hastalarinda otofajinin
degistigini ortaya koymustur. SMA hastalarindan alinan kas biyopsileri, fibroblastlar ve
lenfoblast hiicre dizilerinde, otofaji belirteci olan LC3-II proteininde bir azalma oldugunu
gostermistir. Ayrica, SMA’ya sahip farelerin gastroknemius kaslarinda, hastaligin
semptomlar1 heniiz ortaya ¢ikmadan once LC3-II, Beclin 1 ve p62/SQSTMI1 protein
seviyelerinde bir diisiis gozlemlenmistir. Ancak hem farelerde hem de insanlarda kiiltiire
alinmis SMA motor néronlarinda, mTOR’un fosforilasyonu ve LC3-II seviyelerinde bir
artis tespit edilmistir. Bu bulgular, SMA’nin patogenezinde otofajinin 6nemli bir rol

oynadigini gostermektedir [65].

SMN proteininin azalmis seviyeleri, otofajinin diizglin ¢calismasini engeller. Bu durumda,
otofagozomlarin otofaji siirecinde olusan ve hiicre icindeki atiklar1 toplayan yapilarin
temizlenmesinde bozulmaya yol acar. Sonug olarak, p62 ve ubikutinlenmis proteinler gibi
atiklar hiicre icinde birikir. Bu birikim, hiicrelerin islevini bozar ve hastaligin
semptomlarina yol acar [66]. Ek olarak, otofajinin engellenmesinin, SMA hastaliginin fare
modellerinde ndronlarin bozulmasini yavaslattigi ve yasam siiresini artirdigi belirlenmistir

[67].
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1.3.5 RNA Metabolizmasindaki Gorevleri
SMN proteininin RNA metabolizmasindaki gesitli gorevleri Sekil 1.5°de 6zetlenmistir
[32].

Histon mRNA
0 boliinmesi’

Transkripsiyon
sonlandirma

o Ribozom
mRNA
m?@/gl iy

Kofaktorler
Translasyon regulasyonu

U7 snRNP
Montaji
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sm}R NA
mRNA

Telomeraz biyogenezi
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RNA biyogenezi snoRNP Selenoprotein

biyogenezi translasyonu

Sekil 1.5: SMN proteininin RNA metabolizmasindaki ¢esitli gorevleri (Tiim RNA’lar
kirmizi, tiim DNA’lar siyah ve tiim proteinler renkli ovaller veya daireler olarak temsil
edilmistir) [22].

1.3.5.1 SMN Proteininin Transkripsiyonun Diizenlenmesindeki Gorevi
SMN, ndronlarda niikleer mimarinin diizenlenmesinde, lokal aksonal translasyonunda [68]

ve transkripsiyonunda diizenlemede rol oynar [69]. SMN, Cajal Cisimciklerine (CC) 6zgii
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bir proteini olan koilin (arginin metillenmis) ile etkilesim kurar [70]. CC, hiicre
cekirdeginde bulunur ve cesitli niikleer siireclerin diizenlenmesinde rol oynar. SMN ve
koilin arasindaki etkilesime WRAPS53 proteini aracilik ederek, SMN proteininin niikleer
mimariyi diizenlemesini kolaylastirir [71]. SMN’nin ayrica ndronlarda miR-183/mTOR
yolu iizerinden lokal aksonal translasyonu diizenledigi kesfedilmistir [68]. Ozellikle, SMN
eksikligi olan néronlarda miR-183 seviyesi artmig ve mTor’un lokal aksonal translasyonu
azalmistir. SMA’li motor noronlarda miR-183 ekspresyonunun baskilanmast motor
fonksiyonu giiclendirerek ve SMN-mutant hiicrelerin sagkalimini  artirabilecegi

disiintilmektedir [72].

Bunlara ek olarak SMN proteini Tudor alan1 araciligiyla, RNA polimeraz II’nin (RNAP II)
alt birimi POLR2A’nin C-terminal domain (CTD) bulunan ve simetrik olarak
dimetillenmis R1810 (R1810me2s-POLR2A) ile etkilesime girdigi ve transkripsiyonun

sonlandirilmasinda rol oynadigi bulunmustur[72].

RNA polimeraz II ile olan etkilesiminin yani sira, SMN proteininin transkripsiyon
faktorleri ve kromatin yeniden modelleme kompleksleri ile de baglantili oldugu
belirlenmistir [73, 74]. Ornek olarak, SMN proteininin, papillomaviriis tarafindan kodlanan
E2 transkripsiyon faktorii ile etkilesime girdigi ve bu etkilesimin E2’ye bagimh
transkripsiyonel aktivasyonu artirdig1 goézlemlenmistir [73]. Ayrica SMN proteininin, farkl
niikleer lokalizasyonlarda, DNA baglama ve islem alanlarina sahip olan p53 transkripsiyon

faktoriine de baglanarak transkripsiyonun baglatilmasinda gorevli oldugu kanitlanmigtir

[75].

1.3.5.2 SMN Proteininin U7 Biyogenezindeki Gorevi

U7 snRNP, splaysozomal snRNP’lerle bazi yapisal ozellikleri paylasmasina ragmen, pre-
mRNA splayz’da degil, histon mRNA 3’ uclarinin islenmesinde gorev alir [76, 77]. U7
snRNP 60-70 niikleotidlik uzunlugunda, Sm proteinleri ve kendine 6zgii Lsm10 ve Lsm11
proteinlerini igerir [78, 79]. U7 ye 6zgii bu proteinler, U7 snRNP montaj1 ve histon mRNA
3’-u¢ olusumu icin gereklidir [50, 80]. Ayrica, U7 snRNP, S fazina 6zgili gen ifadesi igin
cok 6nemli bir siire¢ olan poliadenillenmemis histon mRNA’larinin 3’-u¢ islemesinde rol

oynar [81].
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SMN proteininin bu siire¢lerdeki rolii, Lsm10 ve Lsml1 proteinlerini igermesidir ve bu
sayede U7 snRNP montajinda rol oynamasidir [82]. SMN’deki mutasyonlar U7 snRNP’nin
stabilitesini ve islevini etkileyerek histon pre-mRNA islemede aksakliklara yol agar [83].
U7 snRNP, hiicre dongiisii durdurulmus hiicrelerde histon gen transkripsiyonunun
baskilanmasina sebep olabilir. Bu bulgular U7 snRNP’nin dolayisiyla SMN’nin

transkripsiyon diizeyindeki diizenleyici roliinii gostermektedir [81].

1.3.5.3 SMN Proteininin SRP Biyogenezindeki Gorevi

Sinyal tanima parcacig1 (SRP), okaryotik hiicrelerde proteinlerin endoplazmik retikuluma
(ER) hedeflenmesinde ve translokasyonunda dnemli bir rol oynayan bir riboniikleoprotein
kompleksidir. SRP, bir protein bileseni olan SRP54 ve bir RNA bileseni olan 7S RNA’dan
olusur. SRP54 ve 7S RNA arasindaki uygun etkilesim, SRP kompleksinin yeni olusan
polipeptitler iizerindeki sinyal dizilerini tanima ve bunlar1 ko-translasyonel translokasyon
icin ER membranina yonlendirmedeki islevselligi i¢in gereklidir [26]. SMN proteini, SRP
biyogenezinin son birlesimini yonetir, SRP54’iin erken asama 7S RNP kompleksine

entegrasyonundan sorumlu oldugu kesfedilmistir [84]

Ayrica S. pombe hiicrelerinde SMN proteininin 7S RNA ile etkilesime girdigi ve SRP’nin
stabilitesinin korunmasinda kritik bir islevi oldugu da bildirilmistir [85]. Sonu¢ olarak
SMN proteini, SRP biyogenezinin montajini ve stabilitesini saglayarak bu siiregte hayati
bir rol oynar. SMN proteininin tiilkenmesi veya islevsizligi, SRP biyogenezinde kusurlara

yol acar, yeni olusan polipeptitler ER’ye ulasamaz [86].

1.3.5.4 SMN Proteininin Splaysozomal RNA ile iliskisi

SMN proteini ve iligkili faktorlerden olusan SMN, pre-mRNA splays mekanizmasinda yer
alan splaysozomal kiiciik niikleer riboniikleoproteinlerin (snRNP) olusumunda rol oynayan
bir molekiiler saperon olarak gorev yapar [83, 87]. Bu snRNP’ler, pre-mRNA’dan
intronlarin ¢ikarilmasindan sorumlu olan splaysozomun hayati bilesenleridir. snRNP’ler, U
snRNA’lar1 ve Sm proteinleri gibi ¢ekirdek proteinlerden meydana gelir [26]. SMN, Sm
proteinleri ile dogrudan baglanir ve bunlart U snRNA’lar1 iizerinde diizenler. SMN
proteini, Sm proteinlerinin U snRNA’lar {izerinde etkili bir sekilde birlestirilmesi i¢in
gerekli bir 0zgiilliikk faktorii olarak islev goriir. Yedi Sm proteininin ¢ekirdeginin iiridin
acisindan zengin snRNA’lar lizerinde ATP’ye bagimli toplanmasina aracilik eder, Sm

cekirdeklerinin yalnizca dogru RNA hedeflerinde toplanmasini saglar ve diger RNA’larla
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karisik iligkileri onler [88]. Bu sekilde, snRNP’lerin ¢ekirdege girisi ve splaysozomun
montaji saglanir [62]. SMN, ayrica, snRNP’lerin sitoplazmaya tasinmasinda ve splayz

isleminde yer alan diger proteinlerle de etkilesime girdigi kesfedilmistir [88].

1.3.5.5 SMN Proteininin Telomeraz Biyogenezindeki Gorevi

Telomeraz biyogenezi, SMN proteini de dahil olmak iizere cesitli proteinleri iceren
karmagik bir siiregtir. SMN, telomeraz biyogenezinde, telomeraz riboniikleoproteinlerin
(RNP’ler) toplanmasina ve iglevine katkida bulunan énemli bir saperon olarak islev goriir.

[30].

SMN, telomeraz RNA’s1 (TR) ile dogrudan baglanir ve TR’nin katlanmasini ve
olgunlagmasini saglar [89]. Ayrica, telomerazin diger protein bilesenleri olan hTERT
(Insan Telomeraz Ters Transkriptaz) ve dyskerin ile de etkilesir. SMN, hTERT ile RNA-
aracilt olmayan bir sekilde baglanir ve telomeraz aktivitesini arttirir [22]. SMN, dyskerin
baglandiginda dyskerin’in TR {iizerindeki modifikasyon islemini kolaylastirir [90]. SMN,
telomeraz RNP’nin ¢ekirdekten sitoplazmaya ve oradan da Cajal Cisimciklerine (CC)
taginmasinda da rol oynar. SMN, telomeraz RNP’nin CC’ye girisini ve ¢ikisini diizenler ve

bdylece telomerazin hiicre dongiisiine bagli olarak erisilebilirligini saglar[62].

Son ¢aligmalarda, SMN immiinopresipitasyonlarinda telomeraz aktivitesi tespit edilmis, bu
da SMN’nin telomeraz holoenzimi ile iligkili oldugunu kanitlamaktadir [30]. Ayrica SMN,
Koilin (CC marker proteini) ve yalanci gen tarafindan kodlanan yeni tanimlanmis bir
protein olan Coilpl ile telomeraz RNA ve Kiigiik Cajal Cisimcigine Ozgiil RNA (scaRNA)
’larin bir alt kiimesi ile iligkili oldugu kanitlanmistir Bu iligki, CC proteinleri ile telomeraz

ve kutu C/D scaRNP’lerin biyogenezi arasindaki baglantiy1 gostermektedir [89].

1.3.5.6 SMN Proteininin Selenoprotein Translasyonundaki Rolii

Selenoproteinler, selenosistein amino asidinin bir veya daha fazla konumda bulundugu
Ozgiin bir protein ailesidir. Bu proteinler, antioksidan koruma, metabolik diizenleme ve
tiroid hormonu sentezi gibi cesitli fizyolojik islevlere katilirlar. Selenoproteinlerin
translasyonu, selenosistein kodlamasinin essiz 6zelligi nedeniyle spesifik bir mekanizma

gerektirir. Bu mekanizmanin ana unsurlarindan biri SMN proteinidir [91].
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SMN proteini, selenoprotein translasyonunda, selenosistein kodlayan snRNP’lerin
olusumunu ve aktivitesini saglayarak, 6zellikle selenosistein yerlestirilmesinde 6nemli bir
rol oynar. Ayrica, SMN proteini, elF3 ve selenoprotein translasyonunda gerekli olan

proteinlerle etkileserek, selenoprotein mRNA’larinin translasyonunu destekler [92].

SMN proteini, selenoprotein mRNA’larmin 3° UTR’sinde yer alan SECIS adli 6zgiin bir
RNA motifinin taninmasin1 ve baglanmasini saglar [93]. SMN, SECIS motifini algilayan
SBP2 proteini ile dogrudan baglanir ve SECIS-SBP2 kompleksinin kurulmasini saglar
[94]. Ayrica, selenoprotein sentezinde kullanilan Sec-tRNA adli spesifik bir tRNA’nin
olgunlagmasinda ve modifikasyonunda da kritik bir rol oynamaktadir. SMN, Sec-
tRNA’nin metilasyonunu katalize eden metylosom adli bir protein kompleksi ile
etkileserek, metylosomun islevini arttirir [95]. Selenoprotein translasyonunda elongasyon
faktorii olan eEFSec adli 6zel bir faktore baglanarak, SMN, eEFSec’in Sec-tRNA’y1

tanimasini ve UGA kodonuna yerlestirmesini kolaylastirir [93].

1.3.5.7 SMN Proteininin snoRNP Kompleksleri ile Tliskisi

snoRNP’ler (kiiciik niikleolar riboniikleoproteinler), snoRNA’lar (kii¢ciik niikleolar
RNA’lar) ve proteinlerden olusan komplekslerdir. SnoRNP’ler, rRNA’lar ve snRNA’lar
gibi diger RNA’larin transkripsiyon sonrast modifikasyonunda énemli bir rol oynarlar

[96].

SMN proteini, snoRNA’lar1 ve snoRNP ¢ekirdek proteinlerini (fibrillarin, Nop58, Nhp2 ve
Garl) taniyan ve birlestiren kritik bir molekiiler saperon olarak islev goriir [62]. SMN
ayrica, snoRNP’lerin ¢ekirdekten sitoplazmaya ve oradan da Cajal Cisimciklerine
taginmasini saglar ve bdylece snoRNP’lerin hiicre dongiisiine bagh olarak erisilebilirligini
diizenler [97]. SMN, snoRNP biyogenezinde oOzgiilliik katar, ¢linkii snoRNA’larin ve
snoRNP cekirdek proteinlerinin farkl: tipleri arasinda ayrim yapabilir. snoRNA’larin Y/G
kutusu ad1 verilen bir RNA motifini tanir ve bu motif, snoRNA’larin snoRNP c¢ekirdek
proteinleri ile etkilesimini belirler [98]. SMN, ayrica, snoRNP c¢ekirdek proteinlerinin RG-
zengin bolgelerini tantyarak, snoRNP c¢ekirdek proteinlerinin SMN ile etkilesimini

belirledigi kesfedilmistir [99].
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1.3.5.8 SMN Proteininin RNA Aktarimindaki Rolii

RNA molekiillerinin hiicre i¢indeki ilgili yerlere ulastirilmasin1 saglayan kritik bir siireg
olan RNA aktariminda, SMN proteini ana faktorlerden biridir. SMN, RNA’nin iglenmesi,
modifikasyonu, stabilizasyonu ve fonksiyonu icin gerekli olan RNA-protein kompleksleri
(RNP’ler) olusturulmasinda 6nemli bir rol oynar [100]. SMN, snRNA’lar ve miRNA’lar
gibi diger RNA molekiillerinin taginmasina katkida bulunur [101]. SMN, RNA trafiginde
farklt RNA tiirleri ve RNP’ler arasinda segicilik gosterir. SMN, mRNA, rRNA, snRNA,
snoRNA, miRNA ve diger RNA’lar1 tanimlayarak bunlari uygun proteinlerle eslestirir.
SMN, ayrica RNA baglayici proteinler (RBP’ler) ve RNA tasima graniilleri (RTG’ler) ile
etkileserek RNA’nin hedeflenmesi, nakli ve lokal translasyonu i¢in gereklidir [102].

1.3.5.9 SMN Proteininin Stres Graniil Olusumundaki Gorevi

Stres graniil (SG) olusumu, oksidatif stres, 1s1 soku ve viral enfeksiyon gibi ¢esitli hiicresel
strese tepki olarak mRNA’lar1 ve RNA baglayici proteinleri (RBP) gegici olarak bir araya
getirerek olusturduklar1 dinamik sitoplazmik yapilardir [103]. Stres graniilleri, mRNA’larin
translasyonunu inhibe ederek hiicrenin enerji tasarrufu yapmasint ve stres kosullarinin
ortadan kalkmasini beklemesini saglar [104]. Cesitli patolojik kosullarda, kanser ve
norodejeneratif hastaliklar gibi, SG olusumu bozulmaktadir [105]. SG’ler, SMN proteinini
iceren sitoplazmik yapilar olup, SMN eksikligi SG olusum kapasitesini azaltmaktadir. Bu
durum, hiicrelerin stres faktorlerine karsi hassasiyetini artirmaktadir [106]. SMN, stres
graniilii olusumunda 6nemli bir rol oynar, ¢iinkii stres graniillerin ¢ekirdek bilesenlerinden
biri olan G3BP1 ile etkilesime girer ve onun oligomerizasyonunu ve aktivasyonunu
diizenler. SMN eksikligi, G3BP1’in asir1 oligomerizasyonuna ve stres graniilii olusumunun

bozulmasina yol agar [107].

SMN’nin stres graniilii olusumundaki 6zgiilliigi, SMN’nin sadece belirli mRNA’lar1 stres
graniillerine tasidigini gosteren caligmalarla desteklenmektedir. Ornegin, SMN, B-aktin
mRNA’sm1 stres graniile tasirken, GAPDH mRNA’sim1 tagimaz. Bu, SMN’nin mRNA
seciciliginin, hiicrenin stres altindaki sitoskeleton dinamigini ve ndronal farklilasmay1

etkileyebilecegini diisiindiirmektedir [6].

1.3.5.10 SMN Proteininin Translasyondaki Gorevi
SMN proteini, mRNA’nin olgunlagsmasi ve translasyonu i¢in gerekli olan kii¢lik niikleer

riboniikleoprotein (snRNP) parcaciklarinin montajinda rol oynar. Ayrica, translasyon
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baslatma faktorii elF4G ile dogrudan etkilesir. e[F4G, mRNA’nin 5’ ucunu taniyan ve
ribozomun baglanmasint saglayan bir proteindir. SMN proteininin eksikli§i veya
bozuklugu hem snRNP hem de elF4G iiretimini ve aktivitesini azaltir. Bu da mRNA’nin
translasyonunu ve protein sentezini diisiiriir [108]. Ozellikle, néronlarda, sinir kas
kavsagindaki sinyal iletimini saglayan asetilkolin reseptdrii (AChR) gibi 6nemli
proteinlerin translasyonu engellenir [109]. Baska bir caligmada, SMN’nin asag1
regiilasyonunun CARMI seviyesini arttirdigi kesfedilmistir [110]. CARMI, bir histon
metiltransferaz enzimidir. Bu enzim, histon proteinlerinin arginin pozisyonlarinda
metillenmesini saglayarak, kromatin yapisim1 ve gen ifadesini modiile eder [111]. Ayrica,
otofaji siirecini de etkileyen CARMI, otofajik vakuollerin olugumunu ve fiizyonunu

diizenleyen ATGS ailesi proteinlerinin metillenmesini saglar [112].

1.4 SMA Hastaliginin Tedavi Stratejileri

Spinal Muskiiler Atrofi hastalifinin yonetimi ve tedavisi, ¢esitli disiplinlerin bir araya
gelerek beslenme, solunum, gastroenteroloji, ortopedi ve psikososyal konular1 ele almasini
gerektirir. 11k genel bakim ve tedavi onerileri 2007 yilinda yayinlanan bir konsensiis
beyaninda belirlenmistir [113]. Ancak, bu standartlarin uygulanmas, kiiltiirel perspektifler,
sosyoekonomik faktorler ve bolgesel kaynaklarin varligi gibi gesitli faktdrlere bagli olarak
onemli Olciide degiskenlik gosterir [114]. SMA igin kesin tedavi stratejileri arasinda
antisens oligoniikleotid tedavisi, kii¢lik molekiil tedavisi ve gen replasman tedavisi yer
almaktadir. Bu tedaviler, motor noron islevini ve hayatta kalmay1 iyilestirmek i¢in islevsel
SMN proteini seviyelerini artirmay1 amaglamaktadir. Ayrica, SMA tedavisini daha da
ilerletmek icin ila¢ taramasi ve ilacin yeniden konumlandirilmasi gibi diger umut verici
stratejiler de arastirilmaktadir [115]. Su anda FDA onayh {i¢ tedavi bulunmaktadir: Bir
antisens oligoniikleotid, nusinersen (Spinraza), kii¢iik molekiil tedavisi risdiplam (Evrysdi)
ve bir adeno-iligkili viriis 9 aracili gen degistirme tedavisi onasemnogene abeparvovec

(Zolgensma) [116].

1.4.1 Spinraza

Nusinersen (Spinraza), SMN2 geninin 0nciil haberci RNA’sinin (premRNA) eklenmesini
diizenleyerek, bu genin tam uzunlukta olgun bir haberci RNA (mRNA) olusturmasini
saglar. Bu islem, SMN proteininin ekspresyonunu artirir. Ekzon 7 ile intron 6 ve intron 7
arasindaki belirli bolgeler, antisens oligoniikleotidler (ASO) tarafindan hedeflendiginde

ekzon 7’nin dahil edilmesini tesvik eder [117].
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Antisens oligoniikleotidler (ASO’lar), belirli RNA bolgelerine hedeflenerek islevlerini
diizenlemek veya engellemek amaciyla olusturulan, tek sarmalli ve sentetik DNA veya
RNA molekiilleridir [118]. Spinraza (nusinersen)ise, SMN2 pre-mRNA’y1 baglamak ve
olgun bir mRNA iiretilecek ve tam uzunlukta SMN proteini olarak gevrilecek sekilde
splicing’i degistirmek {izere tasarlanmis tamamen modifiye edilmis 2’-O-(2-metoksietil)

(2’-MOE) bir ASO’dur [119].

Spinraza, her uygulamada 12 mg olarak verilir, ilk li¢ doz 14 giinliik araliklarla ve
dordiincii doz iiglincli dozdan 30 giin sonra verilmesi seklinde 4 yiikleme dozu ile baslar.
Yiikleme dozlarindan sonra, her 4 ayda bir bakim dozu verilir. Spinraza, SMA’nin
herhangi bir alt tipi olan pediatrik ve yetiskin hastalar i¢in onaylanmistir ve tedavi,
hastanin SMA tanis1 aldiktan miimkiin oldugunca kisa siire sonra baslamas1 gerekmektedir

[120].

1.4.2 Risdiplam

Risdiplam, agizdan alinan bir tedavi olup, SMN proteininin iglevsel iiretimini artirmak
amaciyla Sagkalim Motor Noron 2 (SMN2) pre-mRNA’simin eklenmesini diizenler. Bu
stireg, SMN2 6n-mRNA’sinin, olgun mRNA’ya ekzon 7’nin dahil edilmesini tesvik edecek
sekilde modifiye edilmesini igerir. SMN proteini seviyelerini artirarak motor ndronlarin
islevini ve hayatta kalmasini iyilestirmeye yardimci olur [121].

SMA hastaligimin tiim c¢esitlerinde, en hafif seviyesinden (SMA tip 1) en agir seviyesine
(SMA tip 3) kadar olan durumlarda, tedavi protokolii onaylanmistir [122]. Tedavi, giinliik
olarak oral yolla uygulanir, bu da kullanim kolaylig1 saglar ve invazif bir prosediir

gerektirmez [123].

1.4.3 Zolgensma

Zolgensma (onasemnogene abeparvovec-xioi), gen terapisi yOntemiyle, motor ndron
hiicrelerine islevsel bir SMN geni saglar ve bu sayede SMN {iretimi saglanir. Bu islem,
hiicrelerin motor ndronlarin sagligini destekleyen ve temel kas islevinin korunmasina
yardimct olan SMN proteinini {liretmesine olanak saglar. Bu terapi, SMA hastaliginin
ilerlemesini durdurmay1 hedefler. Zolgensma’nin tasarimi, viicutta siirekli aktif kalacak
sekildedir ve adeno-iligkili viriis 9 (AAV9) ad1 verilen bir vektdr araciligiyla hiicrelere
ulagtirilir. Bu tedavi, tek bir doz olarak uygulanir ve genellikle yaklagik 4 aylikken
tedaviye baslanan SMA hastasi ¢cocuklar i¢in tavsiye edilir [124].
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1.5 Rekombinant Proteinlerin Hastaliklarin Tedavisindeki Yeri

Rekombinant protein tedavileri, genetik bozukluklarin ve eksikliklerin tibbi tedavilerini
onemli Olgiide etkileyerek spesifik protein eksikliklerini giderir. Bu tedaviler, gen
miihendisligi ile iretilen proteinlerin kullanimini igerir ve gen terapisi miimkiin
olmadiginda eksik proteinleri dogrudan temin ederek fonksiyonel protein iiretimini saglar
[125]. Bu calismalara 6rnek olarak, Rekombinant Faktér VIII (FVIII), hemofili A’nin
tedavisinde onemli bir rol oynamis ve klinik 6ncesi modellerde normal pihtilagsma
fonksiyonunun geri kazanilmasinda ve kanama ataklarinin azaltilmasinda terapotik etkinlik
gostermistir [126]. Ayrica, Beta-talasemi gibi monogenetik bozukluklarin tedavisinde
protein replasman tedavisi, ciddi protein eksikliklerinin tedavisinde umut vaat etmektedir.
Eksik endojen proteinlerin yerini almak {izere rekombinant beta-globin zincirleri
saglayarak, bu terapi genetik bozukluklara hedefe yonelik bir yaklasim sunmaktadir [127].
Bu sonuclardan hareketle, protein replasman tedavisi gen terapisi miimkiin olmayan
hastaliklarin tedavisinde énemli rol oynamaktadir. Bu sebeple, daha fazla arastirmaya ve

kullanilmaya ihtiyaci olan bir alandir.

1.5.1 Rekombinant proteinlerin hedef hiicreye tasinmasi

Protein replasman tedavisinde en Onemli sorunlardan biri, iiretilen rekombinant
proteinlerin hedef hiicreye tasinmasi ve hiicrenin igerisinde aktif rol almasidir.
Rekombinant proteinlerin insan hiicrelerine dahil edilmesine yonelik teknikler arasinda
genetik modifikasyon, gecici transfeksiyon ve hiicreye niifuz eden peptit dagitim sistemleri

yer alir.

1.5.1.1 Genetik modifikasyon

Bu yontem, rekombinant proteinin hedef hiicrelere iletilmesi i¢in adenoviriis, lentiviriis ve
adeno-iligkili viriis (AAV) gibi viral vektorlerin kullanimini igerir [128]. Viral vektorler,
rekombinant proteini spesifik bir promotoriin kontrolii altinda eksprese edecek sekilde
tasarlanabilir, bo0ylece proteinin hiicreler i¢inde kontrollii ekspresyonuna ve
diizenlenmesine olanak saglanir [129]. Bu yontem yaygin olarak gen terapisi i¢in kullanilir
ve kanser tedavisi ve gen terapisi gibi cesitli terapotik uygulamalar i¢in rekombinant

proteinlerin saglanmasinda basariyla kullanilmistir [130].
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1.5.1.2 Gegici Transfeksiyon

Bu yontem, rekombinant protein kodlayan plazmidin hedef hiicrelere sokulmasi igin
polietilenimin (PEI) gibi kimyasal transfeksiyon ajanlarinin kullanimini igerir. Plazmid
hiicreler tarafindan alinir ve rekombinant protein plazmidden eksprese edilir [131]. Bu
yontem, protein ekspresyon caligsmalari ve protein kristalografisi3 gibi arastirma amagl

rekombinant proteinlerin iiretiminde yaygin olarak kullanilir [132].

1.5.1.3 Peptid Dagitim Sistemleri

Bunlar, hiicre zarina niifuz edebilen ve rekombinant proteini hedef hiicrelere iletebilen
sentetik peptitlerdir [133]. Peptitler rekombinant proteine konjuge edilebilir, bdylece
proteinin hiicreler iginde hedeflenen dagitimina ve kontrollii salinimina olanak saglanir. Bu
yontem, gen terapisi ve ilag dagitimi gibi terapotik uygulamalar icin rekombinant
proteinlerin dagitiminda yaygin olarak kullanilir [134]. Protein dagitim sistemleri, tastyici
olarak protein transdiiksiyon alanlar1 (PTD’ler) olarak da adlandirilan hiicreye niifuz eden

peptitler (CPP’ler) igerir [135].

1.5.1.3.1 Tat (HIV-1 Transkriptif Aktivasyonun Trans-Aktivatorii)

Ilk Hiicre Penetre Edici Peptit (CPP), 1980’lerin sonlarinda, Insan Immiin Yetmezlik
Viriisii (HIV) tizerindeki caligmalarda, transkriptif aktivator Tat’in Protein Transdiiksiyon
Alaniin (PTD) kanitlamasiyla bulundu [136, 137]. TAT, HIV-1 tarafindan kodlanan Tat
proteininin 11 amino asitli arginin ve lizin agisindan zengin bir dizisidir [138]. TAT, HIV-
1 viriisiinlin gen ifadesinin diizenlenmesinde kritik bir rol oynayan bilesenlerinden biridir
ve transkriptif aktivasyonun tetikleyicisi olarak iglev goriir [139]. Tat proteini, alt tipe bagh
olarak 86 ila 101 amino asitten olusur [140]. Tat, HIV-1 transkriptlerinin 5’ uglarinda
bulunan ve trans-aktivasyon yanit eleman1 (TAR) olarak adlandirilan bir RNA kok dongii
yapisina baglanir. Bu baglanti, yeni sentezlenen HIV-1 transkriptlerini etkiler. Tat’in
TAR’a baglanmasi, transkripsiyon kompleksinin 6zelliklerini degistirir ve hiicresel CDK9
ve siklin T1’1 igeren pozitif transkripsiyon uzama kompleksini (P-TEFDb) ise alir. Bu iglem,
tam uzunlukta viral RNA {iretimini artirir [141]. TAT proteininin genetik degiskenlikleri,
hiicre i¢i yerlesimini ve diger hiicre ici ve hiicre dis1 islevlerini belirleyebilir. Ozellikle,
TAT proteininin transkriptif aktivasyon yetenegi, TATin TAR RNA elementine
baglanmasiyla tetiklenir ve bu etkilesim, HIV-1’in transkriptif uzamasin1 harekete gegirir.
TAT proteininin alt tipine 6zgii dizilim varyasyonlari, TAT’in TAR RNA elementine
baglanma afinitesini belirler [142]. TAT ve TAT kargolari, kan-beyin bariyerini (BBB)
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gecebilirler. Proteinlerin dokulara ve esas olarak beyine iletilmesinde son derece faydalidir

[143].

TAT peptidinin igsellestirilmesinin, klatrine bagimli endositozu ve hiicre yiizeyindeki
heparan siilfat reseptorleri ile etkilesimleri icerdigi kesfedilmistir [144]. Ayrica TAT
peptidinin hiicre i¢ine alinmasi, hiicre dist molekiillerin endositozu i¢in makropinositoz
vezikiillerinin olusumu ile iligkilendirilmistir. Bu mekanizma, TAT peptidlerinin hiicre i¢i
dagilimini, biyolojik etkinligini artirir ve bu peptidlerin hiicrelere etkin bir sekilde
girmesini saglar [145]. TAT peptitinin, lipid membranlar iizerinde hareket ettigi ve heparan
stilfat proteoglikanlar gibi ¢esitli hiicresel bilesenlerle etkilesim kurarak igsellestirilmesini

kolaylastirdig1 da belirlenmistir [ 146].

Bu etkilesimler, TAT peptidinin hiicresel girisinde 6nemli bir rol oynar ve farkli kargolar
icin bir dagitim vektorii olarak etkinligine katkida bulunur. Sonug¢ olarak, TAT peptidi,
klatrin, heparan stilfat reseptorleri ve makropinositoz ile etkilesimleri i¢eren karmasik bir
hiicresel alim mekanizmasi sergiler. Tiim bu mekanizmalar tam olarak aydinlatilmamasina
ragmen, TAT peptidi hiicrelere girebilir ve fiizyon olarak sahip oldugu proteinleri hiicreye

tastyabilir.

1.6 SH-SYSY Hiicre Hattinin Ozellikleri

SH-SYS5Y, 4 yasindaki bir kadin néroblastoma hastasinin kemik iligi biyopsisinden elde
edilen ana hiicre hatti olan SK-N-SH’nin bir alt klonudur [147]. Elde edilen SH-SY5Y
hiicre hatti, sinir bilimi ve noroblastoma arastirmalarinda sikca tercih edilmektedir, ¢iinkii
islevsel olarak olgun noéron fenotiplerine farklilagsma yetenegine sahiptir [148]. SH-SYSY
hiicreleri 6liimsiliz, proliferatif ve noroblastom hiicrelerine 6zgii heterojen bir hiicre
popiilasyonundan olusur [149]. Bu hiicreler, kanserli kdkenlerinden kaynaklanan genetik
sapmalar sergiler ancak ¢ogu norodejeneratif hastaligin patogeneziyle ilgili cogu gen ve
yolu korur [150]. Norotoksisite, oksidatif stres ve norodejeneratif hastaliklarla ilgili

caligmalarda yaygin olarak kullanilirlar [147]

SH-SYS5Y hiicre hatlarinin ii¢ boyutlu (3B) kiiltiir sistemleri ile mikrodoku olusturma
yetenekleri, in vivo kosullart taklit etme agisindan onemlidir. Ayrica bu hiicrenin bazi
ozellikleri onun tercih edilmesinde g6z Oniinde bulundurulmustur. Noroblastom kokenli

olmasi, farklilasma yetenekleri (bu hiicreler, ¢esitli ndronal fenotiplere farklilasabilirler),
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retinoidlere verdikleri yanit (SH-SYSY hiicreleri, retinoidler gibi farklilastirici ajanlara
yanit verebilirler) [151]. Baz1 ¢aligmalarda bu hiicrelerin kiiltiir kosullarina bagli olarak
kolinerjik, adrenerjik veya dopaminerjik fenotiplere farklilastigi bildirilmistir [152]. Ek
olarak, SH-SYS5Y hiicrelerinin diger hiicre hatlarma kiyasla ¢esitli RNA tiirlerinin belirgin
stabilite kontrolii gosterdigi bulunmustur, bu da sinir hiicrelerinde essiz bir RNA

metabolizmasi bulunduguna isaret etmektedir [153].

1.6.1 SH-SYSY Hiicrelerinin Norona Farkhlastirilmasi

SH-SYSY hiicreleri farklilasmamis bir durumda tutulabilir ve gerektiginde néron benzeri
fenotiplere farklilagsmak {iizere uyarilabilir [154]. Farklilasmamis hiicreler normal bir
metabolik hiz sergiler ve metabolizmalarini mevcut substratlara goére uyarlayabilir [155].
Farklilasmamig SH-SYSY hiicreleri, olgunlasmamis katekolaminerjik noéronlarin
ozelliklerine sahiptir ve noronal farklilasma sirasinda uzun ndritlere sahip birincil
ndronlara benzeyen bir morfoloji sergiler [156]. Ancak, farklilagmamis durumlarinda bile
tirozin hidroksilaz, dopamin beta hidroksilaz ve dopamin tasiyicilar: gibi katekolaminerjik
noronlara 6zgii belirtegleri eksprese edebilir [157]. Farklilasmamis SH-SYSY hiicreleri
polarize degildir, hizla ¢ogalir ve olgun ndronal belirteclerin ekspresyonundan yoksundur
[158]. Sonug olarak, farklilasmamis SH-SYSY hiicreleri, néronal farklilasma, oksidatif
stres yanitlar1 ve norodejeneratif hastaliklar dahil olmak {izere nérobiyolojinin ¢esitli
yonlerini incelemek i¢in degerli bir model sistemi sunar ve farklilagmamig bir durumdaki

hiicresel davranig ve yanitlara iligkin bir¢ok amag i¢in kullanilabilir.

Farklilasmis SH-SYS5Y hiicreleri, indiiksiyon sonrasi benzersiz ozellikleri nedeniyle
norobiyoloji arastirmalarinda kullanilan bir sistemdir [151]. Farklilagtirilmig SH-SYS5Y 'nin
avantajlar1 arasinda farklilagsma sirasinda G1 fazinda hiicre donglisii senkronizasyonu,
hiicre bakiminin kolayligi, birincil néronlara kiyasla diisiik maliyet ve ayrica insan ndron

kiiltiirleri kullanildiginda ortaya ¢ikan etik komplikasyonlardan kacis yer alir [159].

Indiikleyici ajanlarla yapilan uygulamalar, SH-SY5Y hiicrelerinin olgun primer noronlara
morfolojik olarak benzer olmasini saglamaktadir. Retinoik asit, forbol ester, dibutril siklik
adenosin mono fosfat gibi ajanlar kolinerjik, dopaminerjik, noradrenerjik gibi ¢esitli

ndronal fenotiplerin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir [147].
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Hiicreler farklilastiginda, mitokondriyal membran potansiyelinde bir azalmaya ve oksidatif
strese karst duyarliligin artmasina neden oldugu bildirilmistir [155]. Ayrica, fonksiyonel
sinapslar olusur, norofilamentler ve biiyiimeyle iliskili protein-43 (GAP-43) gibi olgun
noronlarin spesifik belirteclerini de eksprese eder [153, 160]. Farklilagsma siireci ayni
zamanda SH-SYSY hiicrelerinde hayatta kalma ve stres sinyal yollarin1 da etkiler [158].
Ustelik farklilasmis SH-SYSY hiicrelerin, néron farklilasmasi, hiicre yapismasi, go¢ ve
norit bilylimesine odaklanan gesitli calismalarda etkili oldugu da kanitlanmistir [161]. SH-
SY5Y hiicreleri, ndronal farklilagsmayi, oksidatif stres yanitlarini, noérodejeneratif
hastaliklar1 ve cesitli hiicresel siiregleri kesfetmek icin Onemli bir ara¢ goérevi goriir ve
olgun ndron hiicrelerinin davranis1 ve 6zelliklerine iliskin amaglar dogrultusunda kullanilir.
Hiicreler, Retinoik asit, forbol ester, dibutril siklik adenosin mono fosfat gibi ajanlar
kolinerjik, dopaminerjik, noradrenerjik gibi ¢esitli noéronal fenotiplerin ortaya c¢ikmasina

neden olduklari i¢in farklilagtirmada kullanilir [147].

1.6.1.1 Retinok Asit ile Farkhlastirma

Hiicre farklilagmasi, i¢sel hiicresel programlar, hiicre-substrat, hiicre-hiicre etkilesimleri,
hormonlar, biiyiime faktorleri, sitokinler, trofik faktorler ve morfojenler dahil olmak {izere
cok sayida ¢Oziinebilir hiicre dis1 sinyal molekiilii arasindaki etkilesimle diizenlenen
karmagik bir silirectir. A vitamininin biyolojik olarak aktif formu olan retinoik asit (RA),
sinir sisteminde Onemli bir rol oynar [162]. Hiicresel biiyiimeyi inhibe eden ve hiicre
farklilagmasini destekleyen Ozelliklere sahiptir. Ayrica, hiicre dongiisiiniin diizenlenmesi
ve hiicre morfolojisindeki degisiklikler dahil olmak iizere cesitli hiicresel siiregleri modiile
eder. Bu ozellikler, retinoik asidin, 6zellikle kanser ve norolojik hastaliklar gibi ¢esitli
patolojik durumlarin tedavisinde potansiyel bir terapétik ajan olarak kullanilmasini saglar
[163, 164]. RA tedavisinin SH-SYSY hiicrelerindeki ¢esitli hiicresel siirecleri etkiledigini
gdstermistir. Ornegin, RA kaynakli farklilasma, PI3K/Akt sinyal yolunu aktive eder, bu da
PI3K aktivitesinin artmasina ve Ser-473’te Akt’nin fosforilasyonunda hizl bir artisa neden
olur [165]. Ayrica, antiapoptotik Bcl-2 proteininin yukar1 regiilasyonunu saglayarak SH-
SYS5Y hiicrelerinin hayatta kalmasii tesvik ettigi de gosterilmistir [166]. RA ile
farklilasma siirecinin ndrit uzunlugunu ve MAP2 gibi ndronal belirteclerin ifadesini
arttirdigr da gosterilmistir [167]. Artan ndrit biiylimesi ve Alox15 gibi spesifik genlerin
yukar1 regiilasyonu ile de iligkilendirilmistir; bu sonuclar RA’nin farklilagmayla iliskili
stireglerdeki roliinii gdstermektedir [ 168]. Bunlara ek olarak, SH-SY5Y hiicrelerinin RA ile

farklilagmasi, noronal farklilasma icin Onemli bir ndrotrofik faktdér olan BDNF’nin
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ekspresyonu arttirdigi kanitlanmistir [169]. Hiicresel elastikiyette de onemli degisikliklerle
iligkilendirilmistir; farklilasmis hiicreler, farklilasmamis hiicrelere kiyasla daha biiylik bir
elastik modiil sergiledigi gozlemlenmistir [170]. Retinoik asit tedavisi ile néroblastoma
farklilasmasina, noritik siireglerin olusumu ve yayilmasi ve noérona 0zgli enzimlerin,
ndrotransmitterlerin ve norotransmiter reseptorlerinin indiiksiyonu eslik eder [151]. Ayrica,
RA tedavisi, asidik iyon kanallarinin (ASIC) ekspresyonunu artirarak hiicrenin fenotipini
degistirir [159]. Sekil 1.6’da 2 SH-SYS5Y hiicre tipinin farklilasmamis ve RA ile
farklilagmis fenotipleri gosterilmistir [165]

W N T o I
~X W = B

i
"
N

Sekil 1.6 : SH-SY5Y-E hiicreleri (A-B), SH-SY5Y-A hiicreleri (C-D), farklilagsmamis
hiicreler (A-C), 5 giin boyunca 10 uM RA ile farklilagmis hiicreler (B-D) [165].

1.6.1.2 Dibiitiril Siklik Adenozin Monofosfat (dbcAMP) ile Farklilastirma

Retinoik asit ve forbol esterlerin yani sira dbcAMP, SH-SYSY hiicrelerinin néronlara
farklilagmast i¢in yaygin olarak kullanilir [171]. dbcAMP, farklilagtirma mekanizmasinda
yer alan spesifik hiicresel sinyal yollarini aktive ederek noronal farklilasmay1 saglar [172].
Bu yontemle, SH-SYSY hiicrelerinde oksidatif fosforilasyonun artan etkinligi kanitlanmus,
hiicresel biyoenerjetigin diizenlenmesini igerdigi anlasilmistir [173]. Caligmalar, 1 mM

konsantrasyonda dbcAMP uygulamasinin, {i¢ giinliik bir siire zarfinda, farklilagmamig
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hiicre kiiltiirlerinde meydana gelen hiicre kiimelenmesini 6nemli Olciide azalttigini ve

belirgin bir ndrit uzamasi ve dallanma olusturdugunu ortaya koymustur [ 174].

1.6.1.3 Forbol Ester ile Farkhilastirma

Bu farklilagsma siireci, SH-SYSY tiirevi noronlar olarak bilinen ve ¢esitli maddeler
kullanilarak elde edilebilen néron benzeri hiicrelerin gelismesine yol agar [175]. SH-SY5Y
hiicreleri 12-0-tetradekanoil-forbol-13 asetat (TPA) gibi forbol esterlerle farklilagtiginda,
katekolaminlerin alimi, salinimi ve iiretimi dahil olmak iizere gesitli 6zellikler sergilerler
[176]. SH-SYSY hiicreleri, forbol esterleri ve biiyiime faktorleriyle tedavi edildiginde
dopaminerjik noronlarla benzerlikler gosterdigi i¢in ¢ogunlukla Parkinson hastalig
caligmalarinda kullanilir [177]. Baz1 calismalar, forbol esterlerin protein kinaz C’nin
aktivasyonunda, dolayisiyla SH-SYSY hiicrelerinin néronal farklilagmasini indiiklemede

anahtar bir faktor oldugunu gostermistir [178].
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2. TEZIN AMACI

Spinal Muskiiler Atrofi 10.000 dogumda 1 sikli§1 olan, bebek 6liimlerinin en yaygin
genetik nedenidir. SMA hastaligr, SMN proteini eksikliginden kaynaklanmaktadir. SMN,
proteini hiicrelerde 2 kopya halinde bulunur. Telomerik kopya olan SMNI1’ deki
mutasyonlar sonucu SMN proteini iiretilemez. Sentromerik kopya SMN?2 ise yalnizca %10

islevsel protein iiretebilir, %90 SMNA7 adli islevsiz protein iiretir.

SMA hastaliginin, faz 3 caligmasinda olan tedavi stratejileri ve FDA onayli giincel 3
tedavisi vardir. SMN proteini eksikliginin yliksek oranda 6liimciil olmasi ve heniiz tam

tedavisinin olmamasi sebebiyle arastirmalarin yapilmasi gereken bir alandir.

Tez galismasi kapsaminda, SMN proteini lireten SMN1 geni ve hiicreye girisini saglayacak
TAT peptid dizisi prokaryotik ekspresyon vektoriinde iiretilecek, iiretilen proteinin in vitro

aktivitesi tespit edilerek SMA hastalig1 i¢in ila¢ 6n aday1 olusturulacak.
Tez ¢alismasi kapsaminda gergeklestirilen aragtirmalar Sekil 2.1°de verilmistir.

Birinci basamakta, klonlama ¢alismalar1 yapildi. Bu amag¢ dogrultusunda;
e SMNI geni pET-21a vektoriine klonlandi.
e TAT dizisi, SMNI1-pET-21a vektorii icerisine, SMN1’in hemen oOniine gelecek
sekilde klonlandi.

Ikinci basamakta, TAT-SMNI1 fiizyon proteininin {iretimi ve {iretilen proteinin saflagtiriima

deneyleri yapildi. Bu amaca uygun olarak asagidaki ¢caligmalar yapildi.

e TAT-SMNI1 klonu, protein ekspresyon i¢in BL21(DE3) codon plus bakterisine
klonlandi.

e TAT-SMNI1-pET-21a in BL21(DE3) codon plus klonu IPTG ile indiiklenerek
protein liretimi gergeklestirildi.

e Bakteriler lizis edilerek tiim proteini lizat olarak elde edildi.

e His-Tag metodu kullanilarak iiretilen TAT-SMN proteini saflagtirildi.

e Saflagtirilan protein, protein seviyesinde hem SDS-Page hem de Western blot

teknikleriyle dogrulandi

26



Ucgiincii basamakta, saflastirilan proteinin in vitro aktivitesi belirlendi.
e SH-SYSY hiicrelerinde SMNI1 geni, shRNA tabanli lentiviriis sistemiyle susturma
caligmalar1 yapildi.
e Saflagtirllan TAT-SMNI proteininin noroblastoma hiicre modeli olan SH-SY5Y
hiicrelerindeki proliferatif etkisi belirlendi.
e SH-SYSY hiicreleri norona farklilastirilarak, iiretilen rekombinant proteinin in vitro

aktivitesi protein diizeyinde IFC deneyi ile belirlendi

SMA HASTALIGININ TEDAVISINDE KULLANILMAK UZERE REKOMBINANT SMN1PROTEINININ
URETILMESI VE SAFLASTIRILMASI

l l l

SMN1KLONLAMA _ REKOMBINANT PROTEIN IN VITRO AKTIVITE
CALISMALARI URETILMESI VE SAFLASTIRILMASI CALISMALARI
SMN1-pET-21a Klonunun TAT-SMN1 Fuzyon Proteininin SH-SY5Y Hiicrelerinde SMN1

Olusturulmasi Uretilmesi Geninin Susturulmasi

Real-Time PCR Western Blot

TAT-SMNI1-pET-21a Klonunun TAT-SMNI1 Flizyon Proteininin

Olusgturulmasi Saflagtiriimasi ve Dogrulanmasi

Rekombinant Proteinin Etkisinin

SDS-Page Western Blot Belirlenmesi
MTT IFC

SH-SY5Y ve shRNA-SH-SY5Y
Hucrelerinde Nérit
Farkhlagma Galigmalari

IFC

Sekil 2.1: Tez is akis semasi
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3. MATERYAL VE YONTEMLER
3.1 Materyaller

3.1.1 Deneysel Calismalarda Kullanilan Laboratuvar Cihazlan

Deneysel siire¢ boyunca farkli cihazlar, kitler ve soliisyonlar kullanilmigtir. Cihazlarin

kalibrasyonlar1 ve bakimi diizenli olarak yapilarak, deneyin dogrulugu ve giivenilirligi

saglanmistir. Kullanilan cihazlar ve markalar1 Tablo 3.1°de verilmistir.

Tablo 3.1: Deneysel calismalarda kullanilan cihazlarin listesi.

Cihaz Ismi Marka

Goriintiileme Sistemi1 UVP BioSpectrum
Isitic1 Blok FALC/ Italya
Vorteks, Isitmali Manyetik Karistirict Velp Scientifica
Hassas Terazi Sartorius / Almanya
Otoklav Hirayama / Japonya
Etiiv WTB / Almanvya
Otomatik Pipetler Thermo, Eppendorf
Elektrikli Pipet Pompasi IsoLab

DNA Elektroforez Sistem Minicell Pimo

RNA Elektroforez Sistemi Apelex / Ingiltere
SDS PAGE Aparatlan BioRad

PCR Cihaz: Techne Progene / Ingiltere
Real Time PCR Cihazi (Light-Cycler 480) Roche Life Science
Elektroforez Giug Kaynag: Thermo Scientific
Luminometre (Luminoskan™ Microplate) Thermo / ABD
Doner Hareketli Calkalayict Thermo / ABD
Honzontal Galkalayici GFL / Almanya

Saf Su Cihaz Human Corporation
UV Goriintileme Sistemi Vilber Lourmat
Spektrofotometre, uDrop™ Plate Multiskango, Thermo
CO; Inkiibator Nuaire / ABD
Inverted Mikroskop, Floresan Mikroskobu Nikon / Japonya

-80 °C Dernn Dondurcu Thermo /ABD
Buzdolabi (+4 °C / -20°C), Mikrodalga Argelik / Tirkiye
Buz Makinesi Hoshizaki / Japonya
pH Metre Hanna / ABD

Su Banyosu Elektromag / Tirkiye
Ultrasonik Su Banyosu PlusLab

Calkalamali Inkiibatér (Ist Ayarl) GFL / Almanya
Sogutmali Santnify Sigma / Almanya
Mikro Santrifii Thermo / ABD
Sopgutmali Mikro Santnifiy Hanil Science
Laminar Air Flow Telstar Bio II / Ispanya
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3.1.2 Deneysel Calismalarda Kullanilan Kitler / Kimyasallar
Deneysel ¢alismalar igin bir¢ok kimyasal malzeme ve hazir kit kullanilmistir. Kullanilan
kimyasal malzemeler risk faktorleri dikkate alinarak, uygun kosullarda hazirlanarak

muhafaza edilmistir. Kullanilan kitler iireticinin talimatlar1 dogrultusunda kullanilmistir.

Tablo 3.2: Deneysel ¢alismalarda kullanilan kimyasallarin listesi.

Malzeme Adi Marka
Bakteri Kiiltiiriinde Kullanilan Malzemeler

Petri Kutular (Steril) IsoLab
50 mL ve 15 mL Falkonlar (Steril) IsoLab

GenelET Plasmid Miniprep™ Kit
Midi-NucleoBond® Xtra™Kit

LB Agar Besiyeri

LB Broth Besiyer:

Ampisilin ve Kanamisin Antibiyotikler
Gliserol

CaClz

IPTG

DNA Deneylerinde Kullanilan Malzemeler
Agaroz, Etidyum Bromiir (Et-Br)

1 kb DNA Ladder, 6X Yiikleme Boyas:
Tris Base, Borik Asit

GeneJET Gel Extraction™ Kit
Restriksivon Endontkleaz Enzimlen
T4 DNA Ligaz

Taq DNA Polimeraz Enzimi (5 U/uL)
10X Taq Tamponu (+KCI)

dNTP Karisim (10 mM)

MgCl2 (25 mM)

RNA Deneylerinde Kullanilan Malzemeler

Thermo Scientific
Macherey-Nagel
Pronadisa
Pronadisa

Sigma

Sigma

Sigma

Sigma

Sigma

Thermo Scientific
Sigma

Thermo Scientific
Thermo Scientific, NEB
Thermo Scientific, NEB
Thermo Scientific
Thermo Scientific
Thermo Scientific
Thermo Scientific

innuPREP RNA Mini1 Kit 2.0 Analytik Jena
MOPS (3-(N-morpholino) propansiilfonik asit) Merck

Reverse Transkriptaz Tamponu (5X) Thermo Scientific
SYBR® Green PCR Master Karigimi Ampliqon
Oligo(dT) Thermo Scientific
dNTP Karisim Thermo Scientific
RiboLock RNaz Inhibitord Thermo Scientific
RevertAid Reverse Transkriptaz Enzimi Thermo Scientific
96 Kuyucuklu PCR Plakasi Roche Life Science
DEPC (Dietil Pirokarbonat) Sigma
p-merkaptoetanol, Formaldehit Merck

Insiilin Enjektora (Steril) Bd Micro-Fine
Etanol Merck

NaAc (Sodyum Asetat), EDTA Sigma

29



Tablo 3.2 (devam)

Kimyasal Malzeme / Kit Ad: Marka
Protein Deneylerinde Kullanilan Malzemeler

Proteaz Inhibitér Tabletleri Roche
Akrilamid/Bisakrilamid (37.5/1) Sigma
APS (Amonyum Persiilfat) Merck
TEMED (Tetrametiletilendiamin) Sigma
4X Laemmli Ormek Bovyasi BoRad
EGTA, SDS, Glisin, NaCl Sigma
PageRuler™ Plus Prestained Protein Belirteci Thermo
PVDF Membrani Millipore
PierceTM ECL Thermo
Etanol ve Metanol Merck
Tween®-20 Thermo
Tris, Borik Asid, EDTA Sigma
Amonyum Persiilfat (APS) Merck
Tetrametiletilendiamin (TEMED) Sigma
B-aktin Mouse mAb Santa Cruz
m-IgGK BP-HRP (Sekonder Antikor) Santa Cruz
Coomassie Brillant Blue G-250 Sigma
Resin Sigma
Ni-NTA Kolon Sigma
His-Tag Protein Saflastirma Kiti Sigma

Hiicre Kiiltiirii Deneyvlerinde Malzemeler

FCS (Fetal Calf Serum) Gibco
EDTA (Etilendiaminetetraasetik Asit) Sigma
L-Glutamin, Tripsin Sigma
DMSO (Dimetil siilfoksit) Sigma
Tripan Mavisi Sigma
Ependorflar (1,5 mL’lik ve 2 mL"lik, Steril) IsoLab
PBS (Phosphate Buffered Salin) Sigma
Pastor Pipeti (3 mL, Stenil) IsoLab
Serolojik Pipetler (10 mL ve 25 mL, Steril) Sarstedt
Flasklar (25 cm?ve 75 cm?, Steril) Sarstedt
Stenil Filtreler (0,22 pm ve 0,45 um) Sartorius
BSA (Bovine Serum Albumin) Sigma
Penisilin-Streptomisin Solisyon (100X) Gibco
Antibiyotik-Antimikotik Solisyon (100X) Gibco
Hiicre Kiiltiinii Plaka (96, 24, 12, 6 Kuyucuklu) Sarstedt
MTT Sigma
HC], Izopropanol Sigma
Paraformaldehit Sigma
DAPI (4'.,6-diamidino-2-fenilindol) Sigma
Antifade Reagent Invitrogen
Metanol, Kristal Viyole Sigma
Protamin Silfat Sigma
Puromisin Sigma
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3.1.3 Deneysel Calismalarda Kullanilan Vektorler

Rekombinant TAT-SMN proteininin iiretimi i¢in ilk olarak SMN1-pEGFP-N2 (Sekil 3.1)
klonu yurtdisindan temin edildi. Daha sonra, SMN1 geni restriksiyon enzimlerle kesilerek
pET-21a (Novagen) vektoriine klonland1 (Sekil 3.2) ve SMNI1-pET21a klonu elde edildi.

Sonraki asamada ise TAT dizisi oligolar1 birbirine baglandiktan sonra SMN1-pET21a
vektoriine klonlanarak TAT-SMN1-pET21a vektorii elde edildi.

Asel
(8)

SnaB |
(341)

MCS
(591665

BsrG | (1393)
Not 1 1408)
Xbal* (1415)
Af N 1624

Stul Dra Il (1878)

(2583

Sekil 3.1: pEGFP-N2 vektoriiniin sematik gosterimi.
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Sekil 3.2: pET-21a vektoriiniin sematik gdsterimi.
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SH-SYS5Y hiicrelerindeki SMN1 ifadesini susturmak amaciyla pLKO.1-TRC vektoriine,
SMNI1 dizisinde 2 bolgeye karsilik gelen 2 shRNA dizisi klonlandi. Negatif kontrol grubu
icin pLKO.1-shSCR vektorii kullanilmigtir. Kullanilan vektorler Sekil 3.3 ve Sekil 3.4’de

gosterilmistir.
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Sekil 3.3: shRNA dizilerinin klonlanacagi, pLKO.1-TRC vektoriiniin sematik gosterimi.
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Sekil 3.4: Negatif kontrol olarak kullanilacak olan pLKO.1-shSCR vektoriiniin sematik
gosterimi.
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SMN1 genini susturmak amaciyla pLKO.I-TRC vektoriine klonlama ¢aligmalarindan
sonra HEK293T hiicrelerine transfeksiyon gerceklestirilmistir. Bu transfeksiyon esnasinda,

lentiviriislerin liretiminde gerekli olan pMD2.G ve psPAX2 plazmidleri de kullanildi. Bu
vektorler Sekil 3.5 ve Sekil 3.6°da gosterilmistir.

(s753) BspQl - Sapl

(5408) Mscl*
(5368) Acel

(5245] Eagl - NotL
5219 ., 5236) L4440 .

BStBI (515)
Bpulol (537}

Ball * (7941
1385) pORIZZori-F

faraz) Maell
t4621) PSPFL
14617) BseYT

Agel (397)

h - Pstl (109

W XemI 1135
_BSEAPI [Li3)

W EcoI (1233

Pasl (i241)

pMD2.6
27 bp

__ PTIME (1436)
DrallT {1439

|
14233 Ahd1 = |

1010 Fspl
i Pmil (1905)
136041 Pyl
(3752) Scal
) Amp-R
(2633 Xmnl

e ¥
™ Ad
LCMV ennancer |
(3200; Bsu36I T

(3296) Apal T T e
(3232) Psp@MI KNI - PpuMI (2428

S / VY HIRAIIT (3471
) Svalpro-# \ BzmBI (7341)

3000

(3187) BSrGI
[3150) Hinell

=0
(2796) BtgZl SnaBL (2734)

Sekil 3.5: Lentiviriis iiretiminde rol oynayan pMD2.G plazmidinin sematik gdsterimi.
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Sekil 3.6: Lentiviriis iiretiminde rol oynayan psPAX2 plazmidinin sematik gosterimi.
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3.1.4 Deneysel Calismalarda Kullanilan Hiicreler

ATTC’den HEK293T hiicreleri, lentiviriis tiretiminde kullanilmak i¢in satin alinmustir.

Hiicrenin inverted mikroskop altindaki goriintiisii Sekil 3.7°de verilmistir.

Sekil 3.7: HEK293T hiicre hattinin 40x biiyiitme ile mikroskop goriintiileri (ATCC).

ATTC’den satin alman SH-SYS5Y, insan ndoroblastoma hiicre hatti SMNI1 geni
susturulduktan sonra rekombinant TAT-SMN proteininin in vitro aktivite deneylerini
belirlemek i¢in kullanilmigtir. Hiicrenin inverted mikroskop altindaki goriintiisii Sekil

3.8’de verilmistir.

Sekil 3.8: SH-SYSY hiicre hattinin 40x biiyiitme ile mikroskop goriintiileri (ATCC).

34



3.1.5 Klonlama Cahsmalarinda Kullanilan Primerler

Tez calismas1 kapsaminda Oncelikle klonlama basamaklarinda TAT dizisinin oligolar1
birbirine baglanarak SMNI1-pET-21a vektoriine klonlandi. Daha sonra SMN1 shRNA
klonlama deneylerinde SMN1 shRNA 210 ve SMN1 shRNA 522 oligolarinin ileri ve geri
primerleri birbirlerine baglanarak pLKO.1-TRC vektoriine klonlandi. Tez ¢alismasi

kapsaminda kullanilan klonlama primerleri ve %GC oran1 Tablo 3.3’te verilmistir.

Tablo 3.3: Klonlama ¢alismalarinda kullanilan primer dizileri ve %GC oranlart.

Primer Ad1 Niikleotit Dizisi (5°—3°) %GC
SMNI1 Ekspresyon Ileri ~ AGGAGGATTCCGTGCTGTTCC 57,14
SMN1 Ekspresyon Geri CAATTGAAGCAATGGTAGCTGGG 47,83
HP-2- Ekspresyon Ileri TTTCTGGCCTGGAGGCTATC 55
Hp-2- Ekspresyon Geri CATGTCTCGATCCCACTTAACT 45,5
TAT Diri e AAAGGATCCGGCTATGGCCGTAAAAAACG 50,88

TCGTCAGCGTCGTCGTGGCGAATTCAAA

TTTGAATTCGCCACGACGACGCTGACGAC
TAT Dizisi Anti-Sense 50,88
GTTTTTTACGGCCATAGCCGGATCCTTT

F CCGGAAGAAGAATACTGCAGCTTCCCTCG
SMN1 shRNA 210 Ileri 46,5
AGGGAAGCTGCAGTATTCTTCTTTTTTTG

AATTCAAAAAAAGAAGAATACTGCAGCTT
SMN1 shRNA 210 Geri 36,6
CCCTCGAGGGAAGCTGCAGTATTCTTCTT

. CCGGAAATCTGCTCCATGGAACTCTCTCG
SMN1 shRNA 522 Ileri 46,5
AGAGAGTTCCATGGAGCAGATTTTTTTTG

AATTCAAAAAAAATCTGCTCCATGGAACT
SMN1 shRNA 522 Geri 39,6
CTCTCGAGAGAGTTCCATGGAGCAGATTT

3.2 Yontemler

3.2.1 Laboratuvar Ortamimmn Temizligi ve Malzemelerin Sterilizasyonu

Laboratuvar, haftalik periyotlarla camasir suyu, %70’lik etil alkol ve virkon iceren
dezenfektanlarla temizlendi. Hiicre kiiltiirli laboratuvarinda, sterilizasyon ve dezenfeksiyon

icin ¢esitli yontemler kullanildi.

Ultraviyole lamba, bakteri, viriis, mantar ve diger mikroorganizmalar1 UV 1ginlarina maruz
birakarak, ortam dezenfeksiyonu i¢in kullanildi. Caligmalar baslamadan Once,

laboratuvarin ve laminar flow kabininin UV lambasi yaklasik 30 dk agilarak sterilizasyon
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saglandi. Hiicre kiiltiirii laboratuvarinda, havadan kaynaklanan kontaminasyonu &nlemek
amaciyla HEPA Filtre cihazi kullanildi. Ayrica ortam, haftalik olarak virkonlu su ve

Sodyum Hipoklorit ile steril edildi.

Sicakliktan etkilenmeyen malzemeler ve soliisyonlar 121°C’de 20 dk siireyle otoklav
cihazi kullanilarak sterilize edildi. Bu malzemeler arasinda ependorf tiipler, pipet uglar1 ve
cesitli soliisyonlar bulunmaktadir. Otoklavin ardindan, bu malzemeler 80°C’lik etiivde
kurumaya birakildi. Otoklavlanmaya uygun olmayan c¢ozeltiler ise 0.22-0.45 pm’lik
filtrelerden gecirilerek steril hale getirildi.

RNA c¢alismalarinda, ortam ve malzemelerdeki RNaz’larin inaktive olmasi igin %0.1
DEPC’li su kullanildi. Calisma alan1 ve gerekli ara¢ geregler, Biokon A dezenfektani ve

%70’1ik Etil alkol ile muamele edildikten sonra kurutulur ve steril hale getirildi.

3.2.2 Klonlama Cahsmalarinda Kullanilan Teknikler

3.2.2.1 Bakteri Besiyerlerinin Hazirlanmasi

Luria Broth (LB) hem kat: hem de siv1 besiyeri igin kullanilmistir. Uretici talimatina gére
kat1 besiyeri i¢cin LB Agar, Onerilen miktarda dH>O iginde ¢oziilerek otoklavlanmistir.
Daha sonra 40-45°C’ye kadar sogumasi beklenmistir. Soguyan besiyerine, son
konsantrasyonu 100 pg/mL ampisilin veya 30 pg/mL kanamisin olacak sekilde
eklenmistir. Hazirlanan LB agar karisimi, petri kaplarina dokiilerek katilagmasi igin

bekletilmistir. Petri kaplar1 4°C’de 1siktan korunarak saklanmaistir.

S1v1 besiyeri hazirlig1 igin ise, iiretici talimati dogrultusunda 1 Litre i¢in gerekli LB broth
tartilarak, dH>O i¢inde ¢oziilmiistiir. Coziinen LB broth, 121°C’de 20 dk siireyle otoklav

cihazinda sterilize edilmistir. Ardindan, siv1 besiyeri 4°C’de saklanmaistir.

3.2.2.2 Kompetent Hiicrelerin Hazirlanmasi

Kompetent hiicre deneyine baglamadan 6nce 0.1 M CaCl,, 1 Litrelik erlen, 200 ependorf,
%A40’lik gliserol hazirland1 ve otoklavda steril edildi. E. coli suslarindan (XL-/ Blue,
DH5a) hiicreler, gliserol stoktan antibiyotiksiz petrilere tek koloni ekimi yapilarak bir gece
37°C’de inkiibe edildi. Sonraki giin, tek kolonilerden bir tanesi segilerek 10 mL LB sivi
besiyerine ekim yapildi ve bir gece 37°C’deki calkalamali etiivde inkiibe edildi. 1 Litrelik
erlene 95 mL LB si1v1 besiyeri eklendi ve 6n kiiltiirden 5 mL inokiile edilerek 37°C’deki
calkalamal1 etlivde inkiibasyona birakildi. Diizenli olarak absorbans ol¢iimleri kontrol

edildi. ODsoo degeri 0.5-0.6 arasina ulasinca bakteri kiiltiirii, 50 mL’lik steril falkonlara
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paylastirildi. Daha sonra 4°C’de 5.000 rpm’de 5 dk. santrifiij yapildi ve siipernatant
uzaklagtirildi. Kalan pellete 25 mL 0.1 M CaCl» eklendi ve yavasca pellet ¢oziildii. Hiicre
siispansiyonu 45 dk. boyunca buz iizerinde bekletildikten sonra 4°C’de 5.000 rpm’de 5 dk.
santrifiij yapildi ve siipernatant uzaklastirildi. Kalan pellete 10 mL 0,1 M CaClx ¢ozeltisi
eklenerek tekrar yavasca ¢oziildii. 1-4 saat kadar buz iizerinde bekletildi. Son agamada, 10
mL %40’lik soguk gliserol eklenerek karistirildi. Bu karigim, 2 mL’lik ependorflara 200’er
pL olacak sekilde boliindii ve -80°C’de sakland.

3.2.2.3 Kompetent Hiicrenin Etkinliginin Belirlenmesi

Klonlama galigmalari i¢in olusturulan kompetent hiicreler, halkasal plazmitlerle 100 ng, 10
ng ve 0.1 ng konsantrasyonlarinda transforme edildi. Transformasyon sonrasi, segici
antibiyotik iceren petri kaplarinda koloniler sayildi. Transformasyon etkinligi 95-100
cfu/pg olan kompetent hiicreler bu ¢aligmalarda tercih edildi. Kompetent hiicre etkinligi

formiil kullanilarak hesaplandi.

Koloni sayisi (cfu) 1 x 10°
X

DNA konsantrasyonu ug

3.2.2.4 Gliserol Stok Hazirlanisi
Bakteri on kiiltiirii, bek alevi yaninda etiketlenmis ependorf tiiplere 200 pL olacak sekilde
paylastirildi. Uzerine %40°lik steril gliserolden 200uL eklendi ve -80°C’ye kaldirilarak

bakteri soyu sonraki ¢aligmalar i¢in saklandi.

3.2.2.5 Primer Tasarim
Tez  calismasinda  klonlama,  ekspresyon, amaciyla  kullanilan  primerler,

www.ncbi.nlm.nih.gov, www.restrictionmapper.org ve www.idtdna.com gibi internet

siteleri kullanilarak tasarlandi. Primerler tasarlanirken; ileri ve geri primerlerin T
degerlerinin birbirine yakin olmasma, sa¢ tokasi yapist olugsmamasina ve niikleotit
dagilimmin esit olmasina, G-C bakimindan az olmasina 6zen gosterildi. Tasarlanan

primerlerin kontrolii NCBI Blast kullanilarak analiz edildi.

3.2.2.6 TAT Dizilerinin Baglanma Reaksiyonu
TAT peptit dizisinin ileri ve geri primer uglarina EcoRI- BamHI kesim bolgeleri eklenerek
sense ve antisense olarak tasarlandi. Primerlerin birbirine baglanmasi i¢in Tablo 3.4’te

verilen kosullarda reaksiyon hazirlandi ve 95°C’de 5 dk inkiibe edildi. Daha sonra EcoRI-
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BamHI enzimleri ile kesildi ardindan PCR piirifikasyonu yapilarak, SMN1-pET-21a

vektoriune klonlandi.

Tablo 3.4: TAT dizisi ileri ve geri primer baglanma bilesenleri.

Bilesenler Miktar
TAT ileri primer (50pmol) 1 uL
TAT geri primer (50pmol) 1 uL
dH>O 48 uL
Son hacim 50 uL

3.2.2.7 Kiiciik Olgekli Plazmit DNA izolasyonu

Gliserol stoktan ampisilin veya kanamisin antibiyotigi i¢ceren 10 mL LB besiyerine ekim
yapildi. Bir gece 37°C’deki calkalamali etiivde inkiibe edildi ve plazmit izolasyonu
GeneJET Plasmid Miniprep™ kitinin &nerdigi sekilde yapildi. On kiiltiir 11.000 g’de 10
dk. santriflij edildi ve siipernatant atildi. Pellet 250 pL resiispansiyon ile siispanse hale
getirildi. Siispanse pellet, 2 mL’lik ependorf tiiplere alinarak 250 pL lizis tamponu eklendi.
Tiipler 3-6 kez alt {ist edilerek lizis olmasi beklendi. Daha sonra 350 pL nétralizasyon
soliisyonu eklendi ve tiipler 3-6 kez alt {ist edilerek ornegin kirli beyaz olmasi beklendi.
Ependorflar, 11.000 g’de 10 dk. santrifiijii yapildi. Siipernatant GenJET™ kolona 700 pL
olacak sekilde transfer edildi ve kolon 11.000 g’de 1 dk. santrifiij yapildi. Alt kisim atilds
ve kolonun lizerine 600 pL yikama soliisyonu 1 eklenerek 11.000 g’de 1 dk. santrifij
edildi. Alt kisim atildi ve kolonun {izerine 500 pL yikama soliisyonu 2 eklenerek 11.000
g’de 1 dk. santrifiij edildi. Son olarak kolonun alt1 atilarak {izerine ekleme yapilmadan 2 dk
11.000 g’de santrifiij yapildi. Kolon temiz ependorf tiipiine alinarak iizerine 42°C’ye
isitilmig 50 pL dH>O eklendi ve 5 dk. oda sicakliginda bekletildi. Kolon 11.000 g’de 1 dk.
santriifiij edilerek eliisyon alindi. Plazmit DNA miktar1 belirlendi ve -20°C’de saklandi.

3.2.2.8 DNA Miktar Tayini
DNA konsantrasyonu, pDrop™ Plate cihazi ile 260 nm’de absorbans degerleri 6lgiilerek
belirlendi. Protein kirliligini belirlemek amaciyla 280 nm’de absorbans alindi. Her DNA
orneginden 2 puL ve kor olarak 2 pL dH>O kullanildi. DNA miktar1 ve saflig1 asagidaki
formiil yardimiyla hesaplandi.

DNA miktar1 (ng/puL) = 4260 x 50 ng/pL x (10 mm/0.49 mm)
Saflik = A0 / A2s0
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3.2.2.9 Restriksiyon Endoniikleaz Kesimi

Klonlama c¢alismalarinda  vektor igerisinden c¢ikarilmak istenen bolge veya
rekombinantlarin tespiti i¢in vektorlerin iki ucunda (tek enzim kesimi de olabilir) bulunan
restriksiyon  kesim  bolgeleri  kullanildi.  Restriksiyon endoniikleaz  enzimlerinin
caligsabilmesi i¢in {ireticinin aynt markali iirtinleri kullanilarak, son hacim 1 pg veya 3 g
olacak sekilde DNA 6rnegi eklenerek kesim reaksiyonlar1 hazirlandi. 37°C’de 1 saat, 3 saat
veya 16 saat kesim reaksiyonlar1 gergeklestirildi. Thermo Scientific™ FastDigest™ ve
NEB marka enzimler Kesim sonuglari agaroz jel elektroforezinde yiiriitilip UV 151k

altinda analiz edildi.

3.2.2.10 DNA Agaroz Jel Elektroforezi

Kesim sonuglarini analiz edebilmek ve DNA’y1 jelde goriintilemek amaciyla %1, %]1.5,
%?2’lik agaroz jeller hazirlandi. Yiizde orana denk gelecek sekilde agaroz tartildi ve erlene
eklenerek 0.5X TBE tamponunda ¢6ziildii. Daha sonra mikrodalgada 3 dk kaynatildi. Biraz
soguduktan sonra, agaroz jele konsantrasyonu 0.5 pg/mL olacak sekilde etidyum bromiir
eklenerek hafif¢e ¢alkalandi. Elektroforez kasetine dokiildii ve donmasi beklendi. Daha
sonra. Elektroforez tanki 0.5X TBE tamponu ile dolduruldu ve ornekler 6X yiikleme
boyasi ile boyanarak (10:1 oraninda) kuyucuklara ytiklendi. 1 kb DNA biiyiikliik belirteci
(marker) kullanilarak 6rnegin biiyiikliigii belirlendi. 90 volt akimda 50 dk yiiriitiilen jeller
UV goriintiileme ile analiz edilerek sonuglar kaydedildi. Bu deneysel asamada kullanilan

iirinler Tablo 3.5°te belirtilmistir.

Tablo 3.5: DNA agaroz jel elektroforezinde kullanilan malzemeler.

Cozelti Bilesimi ve Hazirlanisi

5X TBE Tamponu 54g Tris Base (Sigma), 27.5g Borik asit (Sigma), 20 mL
0.5M’lik EDTA (pH:8) tartildi. 1 L steril dH2O ile manyetik

karigtiricida  ¢oziildii. pH’t 8.0’e¢ ayarlandi. Otoklavlanip
kullanildu.

0.5X TBE Tamponu 1 L 0.5X TBE i¢in 100 mL 5X TBE, meziirle dl¢iildii ve tizeri
900 mL steril dH>O ile tamamlandi.

Et-Br Stok Cozelti Son derisimi 10 mg/mL olarak steril dH>O ile c¢oziilerek
hazirlandi ve folyo ile kapl falkonda saklandi. (4°C).

6X Yiikleme Boyasi 0.25 g bromofenol mavisi, 30 ml gliserol ile ¢oziiliir daha sonra
filtreden gecirilerek kullanilir.

1 kb DNA Marker 1 pL (DNA ladder): 1 pL (Yikleme boyasi): 4 pL (dH20)
oraninda karistirilarak hazirlandi.
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3.2.2.11 Agaroz Jelden DNA’nin Geri Kazanilmasi

Jelden geri kazanilacak insert DNA veya vektor steril bigak yardimiyla kiigiik parcalara
ayrilir. Daha Onceden bos agirligi belirlenmis 2 mL’lik ependorflara konulur. Bundan
sonraki prosediir GeneJET Gel Extraction™ kitinin 6nerdigi sekilde gergeklestirilmistir.
1:1 oranda baglama tamponu (sar1 renkli) soliisyon eklenir ve 55°C’de jel tamamen
eriyinceye kadar inkiibe edilir. Jel tamamen eridikten sonra GeneJET kolonuna 700 pL
eklenir. Bir kolona maksimum 1000 pL yiiklenmelidir. Daha sonra 1 dk. 13.500 rpm’de
santrifiij edildi. Alta gecen siipernatant atild1 ve 600 pL yikama tamponu eklenerek 1 dk.
13.500 rpm’de santrifiij edildi. Tekrar siipernatant atildi ve bu kez bos olarak 2 dk. 13.500
rpm’de santrifiij edildi. Son agamada, kolon temiz bir ependorfa alinarak iizerine yaklagik
40°C’ye 1sitilmis 50 uL dH>O eklendi ve 5 dk oda sicakliginda bekletildi. 1 dk. 13.500
rpm’de santrifiij yapildiktan sonra DNA -20’°C’de sakland.

3.2.2.12 PCR Piirifikasyonu

Jelde goziikmeyecek kadar kiigiik DNA parcalar1 icin PCR piirifikasyonu yapildi. PCR
piirifikasyonu QIA quick PCR Purification Kiti kullanilarak yapildi. Her 50 pL kesim
iriiniine 250 pL PBI eklendi ve biraz pipetaj yapildi. Daha sonra biitiin karisim kitin
kolonuna alindi. 1 dk 13.500 rpm’de santrifiij yapilarak alttaki siipernatant kisim atildi. 750
uL PE eklenerek tekrar 1 dk 13.500 rpm’de santrifiij yapildi ve siipernatant atildi. Eliisyon
icin kolon temiz bir ependorfa alinarak iizerine yaklasik 42°C’ye 1sitilmis 50 pL dH2O
eklendi ve 5 dk oda sicakliginda bekletildi. 1 dk. 13.500 rpm’de santrifiij yapildi.

3.2.2.13 Ligasyon Reaksiyonu

Klonlanmasi yapilacak DNA (insert) ile lineer vektorii birbirine baglamak i¢in ligasyon
deneyi gergeklestirildi. Thermo Scientific™ markali T4 Ligaz enzimi ve uygun tampon
kullanilarak 16°C’de 1 gece inkiibasyona birakildi, reaksiyon kosullar1 Tablo 3.6’da

verilmigstir. Sonraki giin ligasyon iiriinleri kompetent hiicrelere transforme edildi.

Tablo 3.6: Ligasyon bilesenleri.

Bilesenler Miktar
Insert DNA 12 uL
Lineer vektor 5 uL
T4 DNA ligaz tampon (10X) 2 uL
T4 DNA ligaz (5 U/uL) 1 uL
Son hacim 20 uL
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3.2.2.14 Transformasyon

Kompetent hiicreler, -80°C’den alind1 ve 10 dk buz lizerinde bekletildi. Daha sonra, 200
pL kompetent hiicreye, ligasyon {iriinii veya halkasal plazmit DNA’sindan 1-10 pL
eklendi. Bu kompetent hiicre-plazmit karisimi, 40 dk boyunca buz iizerinde bekletildi.
Daha sonra ependorf, 42°C’deki bir su banyosunda 2 dk bekletildi. Ardindan 2 dk daha buz
iizerinde bekletildi ve 800 uL. LB besiyeri eklendi. 3 saat boyunca 37 °C’deki calkalama
etliviinde inkiibe edildi. Bu siirenin sonunda, transformasyon kiiltiirti, 5 dk boyunca 5.000
rpm’de santrifiij edildi ve elde edilen pellet, 60 pl. LB besiyerinde siispanse hale
getirilerek uygun antibiyotigi iceren petri kabina yayildi. Petri kutulari, besiyerinin yayilan
kiiltiirti emmesi i¢in 15 dk boyunca diiz bir sekilde 37°C’deki inkiibatére konuldu. Daha
sonra, petri kutular1 ters g¢evrildi ve 16 saat inkiibasyona birakildi. Sonraki giin petri
kabindaki kolonilerden siv1 kiiltiire ekim yapilarak, gliserol stoklar, plazmit izolasyonu ve

restriksiyon kesimler yapildi.

3.2.3 Rekombinant Protein Uretme ve Saflastirma Calismalarinda Kullanilan
Malzemeler ve Teknikler

3.2.3.1 Rekombinant TAT-SMN Proteininin Uretilmesi

Protein ekspresyonu i¢in TAT-SMN1-pET-21a klonu BL21 (DE3) Codon Plus bakterisine

klonlandi. Bu soyun kullanilmasinin bazi avantajlar1 sunlardir;

Kodon Yanhligini Asma: BL21 (DE3) Codon Plus, E. coli’de nadiren ifade edilen
kodonlar1 igeren bir genin zorla yliksek seviyede ifadesi durumunda i¢ tRNA havuzlarinin

tiikenmesi durumunda meydana gelen kodon yanliligini asar.

Yiiksek Seviyede Ifade: Bu hiicreler, bircok heterolog rekombinant genin yiiksek seviyede

ifadesini kolaylagtirir.

Zaman ve Emek Tasarrufu: Kodon yanliligin1 asmak, proteinin bir Okaryotik ifade

sisteminde ifade edilmesi gerektigi durumlarda zaman ve emek tasarrufu saglar.

TAT-SMNI1-pET-21a BL21 (DE3) Codon Plus gliserol stoktan 6n kiiltiir ekimi yapildi ve
16 saat 37°C’de calkalamal1 etiive inkiibasyona birakildi. Sonraki giin, 6n kiiltir 1 L’lik
erlen igerisinde Ampisilin ve 240 mL LB broth iizerine eklendi ve ODsoo’de 0.6- 0.7
araligia gelmesi takip edildi. ODgoo’degeri 0.6’ya ulastiginda erlenden 50 mL kiiltiir bir
falkona alindi ve 4000 g’de 20 dk santrifiijlendi pellet halinde -20°C’de sakland1 (TAT-
SMN - olarak isimlendirildi). Geriye kalan 200 mL kiiltiir 15 dk buz {izerinde bekletilerek
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bakterilerin iiremesi durduruldu. Daha sonra son konsantrasyon 1 mM olacak sekilde IPTG
(izopropil-p-D-tiyogalaktopiranozit) eklenerek 4 saat 37°C’de 150 rpm hizda ¢alkalamali
etlive protein iiretimi i¢in birakildi. 4 saatin sonunda 200 mL kiiltiir falkonlara alinarak
4000 g’de 20 dk santrifiijlendi. Pelletler -20°C’de 1 gece sakland1 (TAT-SMN + olarak
isimlendirildi). Bu asamaya kadar alinan biitiin pelletler, bos agirligi daha 6nce tartilan

falkonlara alindi. Ardindan sonraki agamalarda kullanmak tizere pellet agirligi hesaplandi.

Sonraki giin tiim pelletler (TAT-SMN- ve TAT-SMN+ birbirine karigtirllmadan ayni
islemler yapildi) 15 dk buz iizerinde bekletildi. Ardindan pellet agirlinin 5 kati olacak
sekilde 1X Yiikleme Tamponu eklenerek pellet siispanse hale getirildi. Ardindan, son
konsantrasyonu 0.1 M olacak sekilde Lizozim Enzimi eklendi ve yavasca pipetaj yapildi.
Ornekler hafif yapiskan kivama geldiginde, son konsantrasyon 10 pg/mL RNase A ve 5
pg/mL olacak sekilde DNAse I uygulandi. 15 dk oda sicakliginda bekletildikten sonra 1
mL’lik insiilin ignesi yardimiyla tiim lizatlar yeni bir falkona aktarildi (Igne ucundan
cikarilip karisim ¢ekilir ve igne takilarak lizat yeni falkona bosaltilir). Yeni falkonlardaki
lizat 4°C’de 10000 g’de 30 dk santrifiij yapildi. Siipernatanttan His-Tag protein
saflagtirmas1 yapildi ve pellet atild.

3.2.3.2 Rekombinant Protein Saflastirma

Protein saflastirma islemi His-Tag metodu ile yapilmistir. His-Tag, bir proteinin C-
terminaline veya N-terminaline eklenen kii¢iik bir amino asit dizisidir, genellikle 6 ila 10
histidin kalmtisindan olusur. His-Tag metodu, proteinin Ni** gibi divalent metal iyonlarma
baglanma yetenegini kullanir. Bu baglanma, histidinlerin imidazol halkasinin metal
iyonlar1 ile etkilesime girmesi sonucu olusur. Bu etkilesim, notr ila hafif bazik bir pH

(genellikle 7.5- 8) araliginda gerceklesir. His-Tag metodunun bazi avantajlari sunlardir:

Kiiciik boyutu: His-Tag’in boyutu genellikle dort ila on amino asit arasinda degisir. Bu

kiigiik boyutu, hedef proteinin igleviyle nadiren ¢akisir.

Diisiik immiinojeniklik: His-Tag, diisiik bir immiinojeniklige sahiptir, yani bagisiklik

sistemini ¢ok az uyarir.
Cok yonliiliik: His-Tag, hem dogal hem de denatiire kosullar altinda ¢aligabilir.

Yiiksek saflastirma verimi: His-Tag metodu, yiiksek kaliteli bir saflagtirma recinesi ile

kullanilir (mL bagina 80 mg’a kadar protein verimi saglayabilir).
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Bu metotta Sigma marka kit, kolon ve imidazol igeren rezin recinesi kullanildi. Bu sayede
daha efektif ve saf TAT-SMN proteini elde edildi. His-Tag metodunun kullanilabilesi i¢in
Ni-NTA (Nikel-Nitrilotriasetik asit) afinite kromatografisi matrisi kullanildi.

Histidin kalintilari, His-Tag’da, immobilize edilmis nikel iyonlarinin koordinasyon
kiiresindeki bos pozisyonlara yiliksek Ozgiillik ve afinite ile baglanir. Hiicre lizatlari,

matrislere yiiklenir. His-Tag’li proteinler baglamir ve diger proteinler matrisin i¢inden

gecer.

Boliim 3.2.3.1°de anlatildigi gibi son santrifiijiin ardindan, Ni-NTA kolonlar1 hazirlandi.
Bu islem 300 pL rezin eklenerek bagladi. Ardindan 1000 g’de 1dk santifiij ile rezin kolona
tamamen yerlesti. Lizattan 200 pL alinarak SDS-Page ve Western blot deneylerinde
kullanilmak iizere (TAT-SMN+) etiketlenerek 4°C’de saklandi1 Daha sonra iizerine 9 mL
protein lizat1 eklendi. 8-10 kez pipetaj yapildiktan sonra oda sicakliginda 200 rpm’de
calkalamali etiive birakildi. 1 saat boyunca belirli araliklarla pipetaj yapilmaya devam

edildi. 1 saatin sonunda 2000 g’de 5 dk santrifiij yapildu.

Bu asamada histidin etiketli TAT-SMN proteini kolonda kaldi, histidin icermeyen
proteinler kolonun altinda siipernatant olarak kaldi. Bu asamadan sonra 0.5X Yikama
Tamponundan kolona 500 pL eklenerek pipetaj yapildiktan sonra 1000 g’de 1 dk santrifiij
yapildi. Alttaki siipernatanttan 200 pL alimarak SDS-Page ve Western blot deneylerinde
kullanilmak iizere (TAT-SMN-wash) etiketlenerek 4°C’de saklandi.

Son asamada ise eliisyon alindi. 1X Eliisyon Tamponundan 600 pL eklenerek pipetaj
yapildi ardindan 4000 g’de 15 dk santrifiij yapildi (TAT-SMN-1.el olarak isimlendirildi).
Daha sonra 500 pL 1X Eliisyon Tamponundan eklendi ve 2.eliisyon alind1 (TAT-SMN-2.el

olarak isimlendirildi).

Uretilen rekombinant protein, hiicre kiiltiirii kabininde 0.45 uM filtreden gegirilerek
Bradford Yontemi ile protein miktar1 belirlendi. Ardindan, rekombinant protein stoklama
tamponu ile 1:1, 2:1 ve 3:1 oranda karistirilarak -20°C’de saklandi. Kullanilan soliisyonlar

Tablo 3.7’de verilmistir.
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Tablo 3.7: Saflastirma i¢in kullanilan soliisyonlar

Cozelti

Icerigi

IPTG (1 M) Mw=238.30
g/mol)

0.2383 g tartilarak 1 mL dH>O ile ¢oziildi. 0.22-uM
filtreden gecirilerek -20°C’de saklandi.

1X Yiikleme Tamponu

4X Yiikleme Tamponuna 1:3 oranda dH>O eklendi.

Lizozim (0.5 M)

0.0072 g lizozim tozu, 1 mL dH>O ile ¢oziildi. Bu
cozelti daha sonra 0.22 uM filtreden gegirilerek hemen
kullanild: 1-2 giin 4°C’de saklanabilir.

RNase A (10 pg/mL)

100 mg/mL ana stoktan 1 pL alinarak 9 pL dH>O ile
pipetaj yapildi (10 mg/ mL). Daha sonra bu stoktan 1 pL
alinarak 9 pL dH>O ile pipetaj yapildi (1 mg/ mL). Daha
sonra bu stoktan 1 pL alinarak 9 pL dH2O ile pipetaj
yapildi (100 pg/ mL). Daha sonra bu stoktan 1 pL
almarak 9 pL dH>O ile pipetaj yapild, -20°C’de
saklandi.

DNase I (5 pg/mL)

33300 pg/mL ana stoktan 1.5 pL alinarak iizerine 73.5
pL DNase I Baglama Tamponu eklenerek hazirlandi
(666 pg/mL). Bu diliisyondan 1 mL lizata 7.5 pL
eklenerek kullanildi.

1X Yikama Tamponu

Kit icerisindeki 4X Yikama Tamponu.1:3 oranda dH>O
eklenerek hazirlandi.

1X Eliisyon Tamponu

Kit igerisindeki 4X Eliisyon Tamponu.1:3 oranda dH>O
eklenerek hazirlandi.

Stoklama Tamponu

25 mM Tris HCI (pH: 7.3), 100 mM Glisin, %10
Gliserol

3.2.4 In Vitro Cahsmalarda Kullanilan Teknikler

3.2.4.1 -80°C’den Alinan Hiicre Soyunun Baslatilmasi
Donuk haldeki hiicreler 37°C’de eritilir. Eriyen hiicrelere, %10 FCS iceren DMEM

eklenerek 15 mL’lik falkona almir. 1000rpm’de 1dk santrifiij yapilir. Siipernatant atilir,

pellet 2 mL %10 FCS ve %]l antibiyotik iceren DMEM ile ¢oziiliir. Daha sonra, petri

kabma 8 mL besiyeri eklenir. Besiyerinin her tarafina 2 mL’lik hiicre siispansiyonundan

damla damla eklenir. Petri kabr etiketlenerek 37°C’de %5 CO: i¢eren inkiibatdre birakilir.

3.2.4.2 Hiicre Kiiltiirii Besiyerinin Hazirlanmasi
Hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda SH-SYSY hiicreleri i¢in 4°C’de saklanan 200 mM L-
Glutamin iceren DMEM (Dulbecco’s Modified Eagles Medium) kullanildi. SH-SYS5Y

hiicreleri i¢in, hacimce %10 FCS iceren DMEM hazirlandi ve igerisine penisilin

streptomisin  sollisyonundan son konsantrasyonu 1X olacak sekilde ilave edilerek

kullanildi.
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Fosfat Tamponlu Tuzlu Su (10X PBS) Hazirlanmast
PBS tablet, iireticinin talimatina gore, bir tablet 100 mL dH>O (10X) ile c¢oziilerek
hazirlandi. Sterilizasyonu 20 dk 121°C’de otoklav ile yapildi. Daha sonra 1X’e dH>O ile

sulandirilarak, 4°C’de buzdolabinda muhafaza edildi.

Tripsin-EDTA (TE) Hazirlanmast
%0.25 (w/v) tripsin ve 0.53 mM EDTA, 1X PBS igerisine eklendi ve 0.22 um’lik filtreden
gegirilerek hazirlandi. Daha sonra -20°C’de saklandi.

Tripan Mavisi Boyasinin Hazirlanmast
%0.4 (w/v) olacak sekilde tripan mavisi 1X PBS i¢inde hazirlandi. 0.4 g tripan mavisi 100
mL PBS’de ¢6ziildii. Boya oda sicakliginda saklandi.

3.2.4.3 Hiicre Soyunun Pasajlanmasi

Petri kabindaki hiicre yogunlugu %90’a ulasinca, iizerindeki %10 FCS’li DMEM
uzaklagtirildi. 1X PBS’den 2 mL eklenerek hafifce hiicreler yikandi. Daha sonra iizerine
Tripsin-EDTA soliisyonundan 2 mL eklenerek, inkiibatérde 5 dk inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonunda hiicrelerin yiizeyden ayrildigi goriildii. Bu asamada iizerine 4 mL %10FCS’li
DMEM eklenerek, 15 mL’lik falkona alindi. 5 dk 1000rpm’de santrifiij yapildi
Stipernatant atildi, alttaki pellet {izerine 6 mL %10FCS’li DMEM eklendi ve ¢oziildii. 3
yeni petriye 8 mL %10 FCS’li DMEM eklendi ve iizerine hiicre siispansiyonundan 2 mL

eklenerek pasajlanmis oldu.

3.2.4.4 Hiicrelerin -80°C’de Stoklanmasi

Petri kabindaki yogunlugu %90’a ulastifinda hiicreler bolim 3.2.4.3’te anlatildig1 gibi
Tripsin-EDTA yardimiyla kaldirildi. Pellet son asamada %10 (v/v) DMSO iceren 1 mL
FCS ile coziilerek cryovial tliipe veya ependorf tiipiine aktarildi. Gerekli etiketlemeler

yapildiktan sonra hiicreler hizlica -80°C’ye kaldirildu.

3.2.4.5 Hiicrelerin Sayimi ve Hiicre Deneyinin Kurulmasi

Hiicreleri saymak i¢in tripan mavi boyasi ve Thoma Lami kullanildi. Boliim 3.2.4.3’te
anlatildig1 gibi hiicreler pellet haline getirildi. Daha sonra pellet biiyiikliigiine gore 4-8 mL
%10FCS’li DMEM eklenerek pellet slispanse hale getirildi. Bu hiicreden 1 mL alinarak
ependorfa koyuldu. Daha sonra ependorftan bagka bir ependorfa 50 puL hiicre siispansiyonu

alind1 ve tlizerine 50 uL tripan mavisi boyast eklenerek pipetaj yapildi. Homojen olduktan
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sonra 10 pLL Thoma lamina aktarildi ve inverted mikroskop ile hiicrelerin sayim islemi
gerceklestirildi. Beyaz hiicreler canli, mavi boyanan hiicreler ise 6lii olarak kabul edildi.

Sayilan canli hiicrelerin mililitredeki toplam sayis1 hesaplama yapilarak bulunur.

Toplam canl: hiicre sayisi/Hiicreye eklenen DMEM (mL) = Sayilan Beyaz Hiicre x 2 x 10*

Canl1 hiicre sayis1
% Canlilik = — x 100
Toplam hiicre say1s1

3.2.4.6 shRNA Kullanarak Gen ifadesi Susturma

shRNA (short hairpin RNA), gen ifadesini susturmak icin kullanilan yapay bir RNA
molekiilidiir. shRNA, gen susturma siirecinde, hedef genin mRNA’sin1 taniyarak ve
baglanarak islevini durdurur. Bu baglanma, mRNA’nin protein kodlama yetenegini
engeller. Sonug olarak, hedef genin ifadesi ‘susturulmus’ olur. Bu deney dort kisimdan
olusmaktadir. Ilki shRNA oligolarini birbirine baglayarak pLKO.1-TRC vektdriine
klonlanmasini icermektedir. Ikincisi, klonlanan vektdriin hiicre kiiltiiriinde Lentiviral S1vi
iiretmek igin HEK293T hiicrelerine transfeksiyonunu igerir. Uciinciisi HEK293T
hiicrelerinden elde edilen Lentiviral sivinin, geni susturulacak hiicreye uygulanmasini
icermektedir. Dordiincii basamakta ise Lentiviriis uygulanan hiicrelerin 96’lik plakalarda

tek koloni gelecek sekilde diliisyonunu icermektedir.

shRNA Primerlerinin Tasarlanmasi

shRNA primerleri https://sirna.wi.mit.edu internet adresinden tasarlandi. Bu primerler

tasarlanirken ilk olarak, siRNA’larin ATG’nin en az 25 baz ¢ifti olmasma dikkat edildi.
Ikinci olarak, dzellikle AAN19 paterni kullanildi. Ayrica, shRNA’nm GC igeriginin %36-
52 arasinda olmas1 saglandi. 15 ve 19 pozisyonlarinda en az bir adenin (A) niikleotidinin
bulunmasina 6zen gosterildi. Son olarak, timin (T) niikleotid tekrarlarindan kaginildi ve

intronlar1 hedeflememeye dikkat edilerek shRNA primerleri tasarlandi.

shRNA Oligolarinin Baglanmas:
Tasarlanan shRNA oligolarinin ileri ve geri primerleri 95°C’de 4 dk ardindan 75°C’de 4 dk
inkiibe edilerek, oda sicakliginda sogumaya birakilmistir. Baglama reaksiyonu Tablo

3.8’de belirtilen kosullarda hazirlanmistir.
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Tablo 3.8: shRNA primerlerinin baglama bilesenleri.

Bilesenler Miktar
shRINA 1leri primer (20pmol) 5 ul
shENA ger primer (20pmol) 5uL
10X NEB Tampon 2 5pupLl
dH:20 20 pL
Son hacim 35 ul

PLKO.I-TRC Vektoriiniin Kesilmesi

Oligolar birbirlerine baglandiktan sonra, bu oligolarin klonlanacagi pLKO.1-TRC vektorii
EcoRI ve Agel enzimleriyle 37°C’de 2 saat kesilerek lineer hale getirildi. Kesim iiriinleri
%?2’lik agaroz jelde yiiriitiildii. 7 kb ve 1.9 kb olan 2 banttan, biiyiik olan 7 kb’lik bant
jelden geri kazanildi. pLKO.1-TRC vektoriiniin kesim reaksiyonu Tablo 3.9°da verilmistir.

Tablo 3.9: pLKO.1 TRC kesim plan

Bilesenler Miktar
pLKO.1 TRC 6 ng
10X CutSmart Tampon (NEB) 5 uL
EcoRI (NEB) 1 uL
Agel (NEB) 1 uL
dH>O (Son Hacime Tamamlanir) 50 pL

PLKO.1-TRC Vektoriin ve shRNA Oligolarinin Ligasyonu
shRNA oligolar1 ve lineer pLKO.1-TRC vektorii ile ligasyon 22°C’de 30 dk siireyle Tablo
3.10°da belirtilen kosullarda kuruldu. Ligasyon iiriinlerinin, dH5a kompetent hiicresine

transformasyonu gerceklestirildi. pLKO.1-TRC ampisiline direngli oldugu icin bu petriler
kullandi.

Tablo 3.10: shRNA oligolar1 ve pLKO.1-TRC ligasyon plani

Bilesenler Miktar
Lineer pLKO.1 TRC (EcoRI ve Agel) 3 ulL
shRNA baglanma {iriinii 2uL
T4 Ligaz Tamponu 2 uL
T4 Ligaz Enzimi 1 uL
dH>O (Son Hacime Tamamlanir) 20 pL
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Rekombinant pLKO. 1-TRC Vektoriiniin Belirlenmesi

Petride tireyen kolonilerden s1v1 kiiltiire ekim yapilarak plazmit DNA izolasyonlar1 yapildi.
Rekombinant kolonilerin tespiti icin EcoRI ve Ncol enzimleriyle 37°C’de 45 dk kesim
reaksiyonlar1 Tablo 3.11°de belirtildigi gibi kurulmustur. Kesim sonuglar1 agaroz jelde
goriintiilendi. 5kb ve 2kb’de 2 bant veren koloniler rekombinant oldugu varsayilarak BM

Laboratuvar Hizmetleri firmasina dizi analizine gonderildi.

Tablo 3.11: Rekombinant shRNA igeren vektorlerin belirlenmesi i¢in restriksiyon
endoniikleaz kesim reaksiyonu.

Bilesenler Miktar
Koloni plazmit DNA’s1 1 pg
10X CutSmart Tampon (NEB) 2 uL
EcoRI (NEB) 0.8 uL
Agel (NEB) 0.8 uL
dH>O (Son Hacime Tamamlanir) 20 pL

Biiyiik Olgekli Plazmit DNA Izolasyonu

Transfeksiyon deneylerinde kullanmak amaciyla biiylik dl¢ekli ve gliserol stoklarindan 6n
kiiltiir ekimi yapildi. Sonraki giin yeni gliserol stoklar yapilarak -80°C’de saklandi. SmL
on kiltliir ampisilin iceren 95 mL LB Broth’a eklendi. 1 gece 37°C inkiibe edilerek
plazmitin iiretimi saglandi. Daha sonra, Macharey-Nagel NucleoBond® Xtra Plus kit
kullanilarak biiyiik 6lgekli plazmit DNA izolasyonu gergeklestirildi. izole edilen plazmit
DNA miktar1 belirlendikten sonra 6rnekler -20°C’de saklandi.

Transfeksiyon ve Lentiviriis Uretimi

shRNA klonlama ¢alismasindan sonra Lentiviral Sivi iiretmesi amaciyla HEK293T
hiicreleri bliyiitiildii. Ayrica paketleme vektorleri (pMD2.G ve psPAX2) ve klonlanan
shRNA vektorlerinin biiyiik olgekli DNA izolasyonu yapildi. HEK293T hiicreler
antibiyotiksiz bir sekilde Boliim 3.2.4.5°te belirtildigi gibi 2 adet 6’lik plakaya 400.000

hiicre olacak sekilde boliindii.

Ertesi giin, hiicrelerin tutunmasinin ardindan, SMNI1 geninin susturulmasi i¢in Tablo
3.12°de verilen oranlarda ve kontrol olarak kullanilacak pLKO.1-shSHSCR plazmidinin
transfeksiyon karigimi Tablo 3.13’deki gibi hazirlandi. Hazirlanan karigimlar 30-40 dk oda
sicakliginda bekletildi. Ardindan hiicrelere damla damla eklendi. 48 saat sonra HEK293T

hiicrelerinin medyumlar1 alinarak 1000 rpm’de 5 dk santrifiijlenerek siipernatant 4°C’de
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saklanir. Hiicreye taze medyum eklenir ve 72.saatte bu medyum da alinarak santrifiijlenir.
Ardindan 48 ve 72. Saat medyumlar1 birlestirilerek 0.45 um filtreden gegirilerek -80°C’de

saklanir.

pMD2.G: Bu plazmit, shRNA’larin hedef hiicrelere teslim edilmesini saglayan viral kabuk
proteinlerini kodlayan bir plazmittir. Ozellikle lentiviral vektérlerle birlikte kullanilir.
Lentiviriisler, genetik materyali hedef hiicreye teslim etmek icin sik¢a kullanilan viral
vektorlerdir. pMD2.G plazmidi, lentiviral partikiillerin yiizeyine zararli hedef hiicreye
girerken gerekli olan kabuk proteini (env) saglar. Bu, hedef hiicrelerin lentiviriisle enfekte

olmasini saglar.

psPAX2: Bu plazmid, lentiviral partikiillerin olusturulmasi i¢in gerekli olan diger viral
proteinleri (Gag, Pol ve Rev) kodlar. Lentiviriislerin hedef hiicrelere entegrasyonunu

kolaylastirir ve viral pargaciklarin olgunlagsmasini saglar.

Bu 3 plazmidin birlikte kullanilmasi, hedeflenen genin ifadesini baskilamak i¢in
shRNA’lar1 igeren lentiviral vektorlerin iiretilmesini saglar. Lentiviral vektorler, genetik
materyali etkin bir sekilde hedef hiicrelere tasiyabilir ve uzun siireli ifadeyi saglayabilir, bu

da shRNA’larin uzun siireli etkisini saglar.

Tablo 3.12: shRNA transfeksiyon bilesenleri.

Bilesenler Miktar
pMD2.G 300 ng
psPAX2 1400 ng
Rekombinant shRNA pLKO.1-TRC 1400 ng
TurboFect™ Transfection Reagent 6 uL

DMEM (Son Hacime Tamamlanir) 400 pL

Tablo 3.13: Kontrol grubu olarak kullanilacak transfeksiyon bilesenleri.

Bilesenler Miktar
pMD2.G 300 ng
psPAX2 1400 ng
Bos pLKO.1-shSCR 1400 ng
TurboFect™ Transfection Reagent 6 uL

DMEM (Son Hacime Tamamlanir) 400 pL
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Hiicrelere Lentiviriislerin Uygulanmast

Lentivirtisler HEK293T hiicreleri tarafindan iiretildikten sonra, hiicre (SH-SY5Y) Boliim
3.2.4.5’te belirtildigi gibi 6’lik plakalara 400.000 hiicre (hiicreler i¢in optimize edilmeli)
olacak sekilde boliinmiistiir. Ertesi giin, %10 FCS’li DMEM igerisinde 8 pg/mL olacak
sekilde protamin siilfat bulunan medyum hazirlanmistir. Hiicre medyumlar1 1.200 pL ve
1.600 pL olacak sekilde tamamlanmistir. Medyum degisikliginden sonra, 400 uL ve 800
pL gen susturmak icin pLKO.1-TRC’li, kontrol grubu olarak kullanilacak pLKO.I-
shSCR’1i lentiviral sivilar damla damla eklenerek tiim kuyular 2 mL’ ye tamamland1 (400
pL ve 800 pL, farkli ¢aligmalarda degiskenlik gdsterebilir). 48 saat sonunda, 1 pg/mL
olacak sekilde puromisin antibiyotigi uygulanmigtir (Her hiicrenin direnci farklidir,
puromisin miktar1 literatiir taramasi veya 96’lik plakada farkli dozlar uygulanarak
secilmelidir). 48 saatte bir puromisin doz hatirlatmasi yapilmistir. Her puromisin
uygulamasindan 6nce, medyumlar ¢ekilmis, biitiin kuyular PBS ile yikanmig ve medyum
%10 FCS’li DMEM ile degistirilmistir. Bu islemler sirasinda, transfeksiyonun yapilmadigi
kontrol grubuna da 1 pg/mL puromisin uygulandi ve kontrol grubunda bulunan biitiin
hiicrelerin 6lmesi beklendi, 6te yandan pLKO.1-TRC ve kontrol grubu olarak kullanilacak
pLKO.1-shSCR’li hiicrelerin bu plazmitleri alarak puromisine direngli olmasi beklendi.

Bu deneyde kullanilan soliisyonlarin hazirligi Tablo 3.14°de verilmistir.

Protamin siilfat, lentiviral vektorlerin hedef hiicrelere baglanmasini ve enfekte olmasini
kolaylastirir. Hiicre disinda lentiviral vektorlerin stabilizasyonunu saglar ve hedef hiicrelere
yonlendirilmesine yardimci olur. Ayrica, protamin siilfatin negatif yiiklii hedef hiicre

zarlanyla etkilesime girmesi, lentiviral vektorlerin hiicreye girisini artirir.

Tablo 3.14: Gen ifadesi susturma caligmalarinda kullanilan soliisyonlar.

Cozelti Icerigi

Protamin Siilfat (1 mg /mL) 0.001 g protamin siilfat tozu, 1 mL 6M HCI ile
¢oziildl. Bu ¢ozelti daha sonra 8 pg/mL olacak sekilde
dH:O0 ile sulandirilarak -20°C’de saklandi.

6M HCI 10 mL son hacimde 5012 pL %100 HCI, 4988 uL
dH>O eklenerek oda sicakliginda saklandi.
Puromisin (1 mg /mL) 0.001 g puromisin tozu, 1 mL dH2O ile ¢oziildii. Bu

cozelti daha sonra 0.5 pg/mL olacak sekilde dH»O ile
sulandirilarak -20°C’de saklandi.
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Susturulmus Tek Koloni Se¢cimi

Lentiviral sivi uygulamasi yapilmamis kontrol hiicrelerinin tamami puromisin ile dldiikten
ve pLKO.1-TRC ile kontrol grubu olarak kullanilacak pLKO.1-shSCR’li hiicrelerin doz
hatirlatmalar1 yapildiktan sonra, sadece gen ifadesini susturacak olan pLKO.I-TRC
uygulanan hiicreler, gen ifadesi susturulmus kolonilerin ayirt edilmesi amaciyla 96
plakalara boliinmiistiir. Hiicreler sayilarak Sekil 3.9°da gosterildigi gibi ilk kuyuda 2048,
ikinci kuyuda 1024 gibi azalacak ve son kuyulara sadece 1 hiicre gelecek sekilde Boliim
3.2.4.5’te belirtildigi gibi sayilarak yapildi. 96’lik plaka bulunan hiicrelere de puromisin
uygulanarak medyumlar1 diizenli olarak 3 giinde 1 defa olacak sekilde degistirilmistir. Tek
hiicreler ¢ogalarak koloni oldugunda 6nce 6’lik plakalara daha sonra petri kabina alinarak,
1 hiicreden 1 petri hiicre iretildi. Gen ifadesi susturulmus hiicre soyu boylelikle

baslatilabilir.

Tek Koloniler Buyutuldi
- /ve 6’lk Plakalara
Pasajlandi.

1 pg/mL Puromisin

1.Hicre

4.Hicre

—_—

Sekil 3.9: Gen ifadesi susturulmus tek koloni segmek amaciyla yapilan diliisyonun sematik
gosterimi.

3.2.4.7 Hiicreden Toplam RNA izolasyonu

Bolim 3.2.4.3’te anlatildig1 gibi TE ile kaldirilan hiicreler, 2 mL 1X PBS eklenerek
cozilir ve 1000 rpm’de 5 dk santrifiij yapildi. Ardindan, siipernatant atildi ve pelletten
innuPREP RNA Mini Kit 2.0 kitinin 6nerdigi sekilde RNA izolasyonu gerceklestirildi.
Oncelikle Lizis tamponundan 400 pL eklenir ve 2 dk oda sicakliginda bekletilir. Daha
sonra pipetaj yapilar pelletin tamami ¢oziiliir ve 3dk daha oda sicakliginda bekletilir.
Ardindan kit igeriginde bulunan D kolonuna RNA o6rnegi yiiklenerek 11.000g’de 2 dk

santrifiij yapilir. Santrifiijden sonra kolon altina inen silipernatantin {izerine %70’lik soguk
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etanol eklenir. 4-5 kez pipetaj yapildiktan sonra kolon igerisinde bulunan R kolonuna bu
karigim yiiklenir. 11.000g’de 2 dk santrifiij yapilir. Santrifiij sonrasi siipernatant atilir,
kolon temiz bir ependorfa alinarak iizerine Yikama Tamponu HS’den 600 pL eklenerek
11.000g’de 1 dk santrifiij yapilir. Daha sonra yine siipernatant atilir, kolon temiz bir
ependorfa alinarak iizerine Yikama Tamponu LS’den 700 pL eklenerek 11.000g’de 1 dk
santrifiij yapilir. Ardindan, tekrar siipernatant atilir, kolon temiz bir ependorfa alinarak
izerine %80’lik etanolden 700 pL eklenerek 11.000g’de 1 dk santrifiij yapilir. Daha sonra
yine silipernatant atilir, kolon temiz bir ependorfa alinarak {izerine hicbir sey eklenmeden
11.000g’de 2 dk santrifiij yapilir. Son olarak kolon temiz ependorfa alinir, kolon igerisine
35 pL dH20 eklenir 1 dk 11.000g’de santrifiij yapilarak eliisyon alinir. RNA miktar

belirlenerek sonraki ¢aligmalar i¢in -80°C’de saklanir.

3.2.4.8 RNA Miktarinin Belirlenmesi
Izolasyonu yapilan RNA, pDropTM ile 260 ve 280 nm’de 6lgiildii. RNA &rneginden 2 pL
ve kor olarak 2 uL dH>O kullanildi. RNA’nin miktar1 ve saflig1 formiiller ile hesaplandi.

RNA miktar1 (ng/uL) = 4260 (Ornek-Ko6r) x 40 x 40 Saflik = 4260 (Ornek-Kor) /
A»s0 (Ornek-Kor)

3.2.4.9 RNA’dan Komplementer DNA (¢cDNA) Sentezi

Izolasyonu yapilan RNA’larin miktarlar1 belirlendikten sonra Revers Transkriptaz Enzimi
ile 2 basamakta cDNA sentezlendi. Ik basamak; oligo-dT primerinin mRNA’larin polyA
kuyruguna eklenmesini igermektedir. ikinci basamakta RNA’nin okunarak Komplementer

DNA fiiretimi gergeklestirilir. Kullanilan {iriinler Tablo 3.15°te verilmistir.

Tablo 3.15: RT reaksiyonu bilesenleri ve yapilan islemler.

Uriinler Miktar

RNA 1ug

Dligo-dT-primer (0.3 pg'nl) 1ul

dH20 12,5 ul."ve tamamlandi.
5 dk 65 °C’de inkiibasyon.

5X RT tampon 4 ul

RiboLock RNaz inhibitér (20 U/uL) 0.5ul

dNTP (10 mM) 2ul

Feverse Transkriptaz (200 U/uL) 1ul

Son hacim 20 ul

42 *C"de 60 dk. ardindan 72 °C’de 10 dk.
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3.2.4.10 Real-Time PCR

LightCycler® 480 cihaz1 kullanilarak Ger¢ek Zamanlt PCR yapildi. Bu c¢alismada
ekspresyon nicel olarak elde edildi. RNA izolasyonlarinin ardindan yapilan cDNA’larin
kalip olarak kullanildig1 bu sistemde, her 6rnek en az 3 tekrarli olacak sekilde calisilmistir.
Deney sonucunun daha saglikli olmas1 i¢in cDNA’larin hepsi 1000 ng/uL olacak sekilde
sulandirildi. Kontrol olarak HB-2-M ekspresyon primerleri kullanildi. Tablo 3.16’da
verilen bilesenler 96 kuyucuklu Real-Time plakasina eklendikten sonra {izeri seffaf jelatin
(seal) ile kapatildi. Ardindan Tablo 3.17°de verilen dongiilerde cihaz calistirildi. Sonuglar
Livak metoduna gore analiz edildi. Elde edilen gen Ct degerlerinin ortalamasi alindi. HB-2-
M ortak degerinden gen ortak degeri ¢ikarildi ve sonu¢ 2’nin kuvveti olacak sekilde
hesaplandi. Ardindan her grup kendi kontrol grubuna boliindii, kontrol grubu ise 1 olarak

alindi. Grafik hazirlama islemi GraphPad programu ile yapildi.

Tablo 3.16: Real-Time PCR bilesenleri.

Bilesenler Miktar
cDNA (1 pg) 1 uL
EealQ Plus 2X Green Master Mix 6.25 ul
Ileri primer (10 pmol/uL) 0.5 ul
Geri primer (10 pmol/'pL) 0.5 uL.
dH20 425 ul
Son Hacim =125 pL

Tablo 3.17: Real-Time PCR dongii sartlar1.

Segment Dingii Sayisi Swcaklik Siire

On inkiibasyon 1 95°C 10 dk.
95 °C 30sn.

Amplifikasyon 40 55°C 30 sn.
72°C 30 sn.

Erime Egrisi 1 pahs L
Sofutma 1 40° 30 sn.

3.2.4.11Hiicreden Protein izolasyonu
Bolim 3.2.4.5’te belirtildigi gibi 6’lik plakalara kurulan deneylerde protein ifadesine
bakmak i¢in RIPA tamponu ile protein izolasyonu yapildi. RIPA tamponu, hiicre ve

dokularin lizisinde kullanilan bir ¢ozeltidir. Bu tampon, proteinlerin hiicrelerden ve
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dokulardan verimli bir sekilde ekstrakte edilmesini kolaylastirir. Ozellikle, niikleer zarlarin
parcalanmasi ve niikleer 6ziitlerin elde edilmesi siireclerinde kullanilir. RIPA tamponunun

bilesenleri tablo 3.18’de verilmistir.

6’lik plakalar once 3 kez soguk 1X PBS ile yikanir. Ardindan 60 pL RIPA tamponundan
eklenir (farkli hiicre hatlarinda farkli miktarda kullanilmasi gerekebilir). Buz iizerinde 10
dk inkiibe edilir. Daha sonra plastik bir kaziyict spatiil ile mekanik olarak hiicreler
yiizeyden parcalanarak ayrilir. Daha sonra lizat ependorfa alinir. Ardindan ependorf buz
dolu sonikasyon cihazinda 2 dk bekletildi. Sonikasyon isleminden sonra 2 dk buz iizerinde
bekletildi. Bu 2 asama toplam 3 kez yapildi. Ardindan ependorf buz iizerinde 10 dk
bekletildi. Son olarak 13.500 rpm’de 15 dk santrifiij yapildi. Siipernatant temiz ve soguk
bir ependorfa alindi. Daha sonra Bradford Yontemi ile proteinlerin miktart belirlenerek

ornekler -80°C’de saklandi.

Tablo 3.18: RIPA c¢ozeltisinin bilesenleri

Cozelti Icerigi

RIPA Cozeltr, 10 mM Tris-HC1 (pH 8.0), 140 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1
mM EGTA, %01 (w/v) sodyum deoksikolat, %60.1 (w/v) SDS ve %l
(v/v) Triton X-100 icermektedir. Proteaz inhibitérd eklenerek ve son
hacim tamamlanmistir. Bu c¢ézelti, -20°C de saklanmak izere 2
mlL lik ependorflara dagitilmagtir.

3.2.4.12Bradford Yontemi

Bradford yontemi, bir ¢ézeltide bulunan protein miktarini belirlemek icin kullanilan hizl
ve etkili bir analiz teknigidir. Bu metot, proteinlerle etkilesime giren Coomassie Brilliant
Blue G-250 boyasinin olusturdugu renk degisikligini 595 nm dalga boyunda Olgerek
calisir.

Oncelikle Tablo 3.19’a gére Bradford Boyasi hazirlandi. Daha sonra standart egri
olusturmak i¢in kuyulara 6rnek yerine konsantrasyonlari belli olan BSA (Bovine Serum
Albiimin) kullanild1. Stok BSA’dan derisimi 0, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800 ve
1000 pg/mL olan standart c¢ozeltiler hazirlandi. 595 nm’de absorbans okutularak
konsantrasyona karst absorbans grafigi ¢izildi. Sekil 3.10°da Bradford Standart egri grafigi

verilmigtir.
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Tablo 3.19: Bradford Reaktifnin Hazirlanisi

Cozelti Hazirlanisi

Bradford 0.1 g Coomassie brillant blue (G-250), 50 mL %95’lik etil alkol i¢inde
¢oziildli ve 100 mL %85 (w/v) fosforik asit eklendi. Son hacim dH,0O

ile 1 L’ye tamamlandi. Cozelti filtre kagidindan gegirilip 151k almayan
bir sisede 4°C’de saklandi.

0,6

y = 0,0005x + 0,0317
0,5 R?=0,9904

0,4
0,3
0,2

0,1

0 200 400 600 800 1000 1200

BSA Konsantrasyonu pg/mL
Sekil 3.10: Bradford Egrisi ve protein miktar1 hesaplama formiilii

Formiil hazirlandiktan sonra, 96 kuyulu plakaya her protein 6rneginden 2.5 pL eklendi.
Protein 6rneklerinin iizerine 2.5 pL. dH2O eklenerek 2 kat sulandirilmis oldu. Kor olarak 5
pL dH2O kullanildi. Tiim kuyulara 250 pL Bradford Soliisyonundan eklenerek, 10 dk
karanlikta ve oda sicakliginda bekletilir. Ardindan 595 nm’de Ol¢iim alindi ve protein
miktar1 Sekil 3.10°daki formiil ile hesaplandi. Ornek absorbansi1 — kor absorbansi yapilarak

y yerine yazildi, ardindan x degeri bulundu ve 2 ile carpilarak protein miktar1 bulundu.

3.2.4.13SDS-Page (Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi)

SDS (Sodyum Dodesil Siilfat), proteinlerin hidrofobik yapilarina baglanarak proteinlerin
elektrik yiiklerini maskeleyen bir deterjandir. Bu sayede, proteinlerin sadece molekiiler
biiyiikliiklerine bagli olarak ayrigmasini saglar. Ayrica, SDS ayni1 zamanda proteinlerin
denatiirasyonunu da saglar, boylece proteinlerin ikincil ve tersiyer yapilar1 etkisiz hale gelir
ve yalnizca primer yapilarina dayali olarak elektrik akimiyla ayrisirlar. Bu elektrik alani,

SDS igeren tamponun i¢inden gegerken proteinlerin jelin i¢inde hareket etmesini saglar.
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Daha kiiciik proteinler biiylik proteinlere gore daha hizli hareket ederler, bu nedenle

proteinler molekiiler biiytikliiklerine gore jelin i¢inde ayrilirlar.

Jel hazirlanmast i¢in, ilk 6nce camlar ve kasetler yerlestirildi. Daha sonra Tablo 3.20°de
verilen oranlarda %10’luk veya %12’lik (dH>O ve Akrilamid/Bisakrilamid orani degisir)
kiiciik beher igerisinde ayirma jeli hazirland1 ve iki cam arasia en iistte 4 cm bosluk
kalacak sekilde dokiildii. Alt jelin diiz olmas i¢in, jelin iizeri izopropanol ile tamamen
dolduruldu. Jel donduktan sonra, izopropanol kurutma kagidi ile alindi. Ardindan Tablo
3.21°de verilen oranlarda yigma jeli hazirlandi ve ayirma jelinin iizerine dokiildii. Jel tarag:
takilarak polimerlesmeye birakildi. Ardindan 6rnek hazirligina baglandi. Bradford yontemi
ile miktar1 belirlenen proteinler her kuyuda 40 pg/mL protein olacak sekilde hesaplandi,
her 6rnek 20 pL’ye yigma tamponu ile tamamlandi. Orneklerin iizerine %10 P -
merkaptoetanol iceren 4X Laemmli Ornek Tamponundan 5 pL eklenerek, &rnekler
boyandi. Bu boya 6rnegin kuyuya girmesini ve jel {izerinde hareketini gdzlemlememizi

sagladi.

Ornekler hazirlandiktan sonra 95°C’de 5 dk denatiire edildi. Ardindan yiiriitme tank1 1X
yiirlitme tamponu ile dolduruldu ve jel tanka takildi. Daha sonra 6rnekler kuyulara 20 pL
olacak sekilde yiiklendi. Son olarak proteinlerin biiyiikliigiinii analiz etmek i¢in
PageRuler™ Prestained Protein Ladder belirtecinden 5 pL yiiklenerek, 80V’da 4 saat
yiiriitiildii. Proteinler biiyiikliiklerine goére ayrildiktan sonra, jel tanktan cikarilarak jel
boyama boyasina 1 gece birakildi. Sonraki giin boya tekrar kullanilmak iizere saklandi.
Jelden boyanin uzaklasmasi i¢in iizerine saf su veya boya giderici ¢ozelti eklendi ve

sonuclar analiz edildi.

Tablo 3.20: %10’luk ayirma (alt) jel hazirlanisi (2 jel i¢in miktarlar).

Soliisyon Miktar
Lower Buffer 2.5mL
Akrilamid-Bisakrilamid (37.5:1) 2.5mL
%10 APS 100 puL
ddH>O 5 mL
TEMED 10 uL
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Tablo 3.21: Yigma (iist) jel hazirlanisi (2 jel i¢in miktarlar).

Soliisyon Miktar

Upper Buffer 1.25 mL

Akrilamid-Bisakrilamid (37.5:1) 0.625 mL

%10 APS 3.07 mL

ddH>O 50 uL.

TEMED 5uL
3.2.4.14Western Blot

Western blot, hiicre ekstraktindaki proteinlerden belirli bir proteinin tespit edilmesi i¢in
kullanilan bir tekniktir. Islem, proteinlerin bir SDS jel iizerinde biiyiikliiklerine gore
ayrilmasini, bir membrana transfer edilmesini ve daha sonra belirli bir proteinin varligin
tespit etmek icin bir antikor kullanilmasini igerir. Western blot deneyinde kullanilan

soliisyonlar tablo 3.22’de verilmistir.

Poliviniliden Floriir (PVDF) Membrana Blotlama

Boliim 3.2.4.13’te anlatildig1 gibi proteinler jelde 80V’da 4 saat yiiriitiildiikten sonra, jel
iizerindeki proteinler Poliviniliden Floriir (PVDF) membrana transfer edildi. Bu islem i¢in
Bio-Rad Trans Blot sistemi kullanildi. Ilk &nce 2 cam arasindaki jel soguk transfer
tamponu icerisine alindi. Ardindan PVDF membran kenarlar1 6 ve 8 cm olacak sekilde
kesildi. Kesilen membran 2 dk metanolde bekletilerek aktiflesmesi saglandi ardindan
soguk transfer tamponuna alindi ve 5 dk bekletildi. Daha sonra sandvi¢ hazirlandi. Bunun
icin slinger- 3 kagit- jel (- kutba yakin olacak)- membran (+ kutba yakin olacak)- 3 kagt-
stinger olacak sekilde hazirlanarak cihaza yerlestirildi. Tank soguk transfer tamponu ile
agzina kadar dolduruldu. Elektrik kablolari uygun sekilde takilarak, 4°C’de 16 saat 90
mA’da transfer islemi gerceklestirildi.

Immiinoblotlama
Immiinoblotlama, proteinlerin bir jel iizerinde biiyiikliiklerine gére ayrildigi, bir membrana
transfer edildigi ve belirli bir proteinin varligini tespit etmek i¢in bir antikor kullanildig1 bir

tekniktir.

IIk olarak membrana spesifik olmayan baglanmalari &nlemek icin 20 mL bloklama

soliisyonu ile 1,5 saat ¢calkalandi. Ardindan 4 kez 1X TBST ile 5’er dk yikandi. Daha sonra
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membran, belirtece gore kesilerek antikorlar hazirlandi. Antikorlar, SMNT1 (35 kDa) ve j-
aktin (43 kDa) ikisi birlikte kullanildi. Antikor hazirlanirken 15 mL’lik falkona 6 mL
bloklama tampon eklendi. Icerisine 1/1000 oranda olacak sekilde SMN1 ((2F1) Mouse
mAb #12976) antikoru eklendi. Ayrica 1/5000 oranda olacak sekilde B-aktin ((C4): sc-
47778) antikor eklendi. 4°C’de 16 saat calkalanarak inkiibe edildi. Sonraki giin membran 3
kez 1X TBST ile 5’er dk yikandi. Daha sonra, anti Mouse antikoru 1/5000 oranda
hazirland1 ve membran 1 saat inkiibe edildi. 1 saatin sonunda, membran 4 kez 1X TBST ile

5’er dk yikandi ve goriintiileme yapildi.

Proteinlerin Goriintiilenmesi ve Analizi

Goriintiileme islemi igin ECL (Pierce™) substrat1 kullanildi. Folyo ile sarili bir ependorfta
1:1 oranda Reagent A ve Reagent B karigtirildi. Membran iizerine 300 pL karigimdan
eklenerek 1 dk karanlik ortamda bekletildi. Arindan UVP BioSpectrum™ goriintiileme
sisteminde sonuglar kaydedildi. Daha sonra Image] programiyla SMNI1 goriintiisii -

aktin’e oranlanarak sonuglar analiz edildi ve GraphPad programiyla grafiklendirildi.

Tablo 3.22: Western blot deneyinde kullanilan ¢ozeltiler.

Cozelti

Hazirlanisi

10X TBS (Tris-
Buffered Saline)

24,22 g Tris-base (MW:121,14) ve 87,66 g NaCl (MW:58.44) 700 mL
dH;0’da ¢ézildii. pH 7.5%e ayarlanip son hacim 1 L’ye tamamlandi.

10X Yiriitme
Tamponu

30,3 g Tris-base (MW:121,14) ve 144.4 g glisin (MW:75,07) ~700 mL
dH>Oda ¢éziildli. pH 8,3’e ayarlanip son hacmi 1 L’ye tamamlandi.
Kullanilirken 1X’e sulandirildi.

Ayirma (Alt) Jel
Tamponu

18,17 g Tris-base (MW:121.14) ve 0,4 g SDS 80 mL icerisinde
coziildii. pH 8,8’e ayarlandi ve son hacim 100 ml’ye tamamlandi.
4°C’de saklandi.

Yigma (Ust) Jel

6 g Tris-base (MW:121.14) ve 0.4 g SDS 80 mL dH;O’da ¢oziildi. pH

Tamponu 6,8%e ayarlanip hacim 100 mIL.’ye tamamlandi. 4°C’de saklandi.
4X Laemmli 277.8 mM Tris-HC! (pH:6.8), %44.4 (v/v) Gliserol, %4.4 LDS (veya
Ornek Boyasi SDS), %0.02 Bromfenol Mavisi

Transfer Tamponu

200 mL methanol, 100 mL 10X yiiriitme tamponu, ile karistirilip son
hacim dH;0 ile 1 L.’ye tamamlandi. Cdzeltiye 500 pL %10 (w/v) SDS
eklendi.

Jel Boyama
Cdzeltisi

0,1 g Coomassie brillant blue R-250, 50 mI. metanolde ¢6zildii ve 10
mL asetik asit eklenerek karistirildi. Son hacmi dH20 ile 100 mlL’ye
tamamlandi.

Ponceau Boyasi

0,1 g ponceau-S, 100 mL % 5 (v/v) asetik asit ¢dzeltisinde ¢cdziildii.

IX TBST
Cdzeltisi

100 mL 10X TBS ile | mL Tween-20 karistirildi ve son hacim dH,O
ile 1 L’ye tamamlandi.
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Tablo 3.22:(devam)

Bloklama
Tamponu

40 mL 1X TBST co6zeltisi icinde 2 g vagsiz slit tozu c¢éziinerek
hazirlandi.

%10 (W/v) SDS

10 g SDS (Sodyum dodesil siilfat) dH2O’da ¢dzillerek son hacmi 100
ml. ye tamamlandi.

Jelden Boya
Giderici Cozelti

7.5 mL asetik asit, 5 mL metanol, ve 87,5 ml dH;O karistinlarak
hazirlandi.

3.2.4.15Sitotoksisite Testi

Hiicrelerin canliligini ve metabolik aktivitelerini belirlemek icin MTT [3-(4,5-

dimetiltiazol-2-i1)-2,5-difeniltetrazolium bromid] testi yapildi. MTT testi, sar1 renkli

tetrazolium tuzunun (MTT) sadece canli hiicrelerin mor renkli formazan kristallerine

indirgenmesi esasina dayanan, kolorimetrik bir yontemdir. MTT deneyinde gerceklesen

kimyasal degisim

Sekil 3.11°de verilmistir. Tablo 3.23’te MTT testi i¢in kullanilan

kimyasallarin hazirlanisi verilmistir.

Y P
| Mitokondriyal rediiktaz S /
S‘kN _N N=N
8 - O
N /
N>\© / \‘ HN-N
O

3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-diphenyltetrazolium bromide

NADH NAD’

5-(4,5-dimethylthiazole-2-yl)-
1,3-diphenylformazon
MTT (Formazan)

Sekil 3.11: MTT tuzunun Formazan kristallerine dontistimii

Tablo 3.23: MTT deneyi i¢in kullanilan kimyasallar

Cozelti

Icerigi

MTT (5 mg/mL)

0.05 g MTT tozu, 10 mL 1X PBS’de ile ¢oziildii. Bu ¢ozelti, 0.22
um filtreden gegirilerek steril edildi. -20°C’de saklanda.

4 mM HCl igeren
izopropanol

500 mL son hacimde 210 pL HCI, izopropanole eklenerek
hazirlandi.

MTT testi icin SH-SYSY hiicreleri 96 kuyucuklu plakalara 4’er tekrarli ve her kuyuda

1x10* hiicre olacak sekilde boliindii. Sonraki giin kontrol gruplarma uygulama

yapilmazken, rekombinant proteininin etkisine bakilacak hiicrelere 250 ng/mL, 500 ng/mL,
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1 pg/mL, ve 2 pg/mL son konsantrasyon olacak sekilde rekombinant TAT-SMN proteini
uyguland1. 24. ve 48. saat dilimlerinde MTT uygulamasi gerceklestirildi. MTT her kuyuya
0.5 mg/mL son konsantrasyonda uygulandi. MTT uygulamasinin ardindan plaka
inkiibatorde 3 saat inkiibe edildi. Ardindan kuyularda bulunan DMEM uzaklastirilarak, 4
mM  HCl igeren izoproponolden 200 pL eklenerek ¢oziildi. Son asamada

spektrofotometrede 550 nm’de absorbans alinarak, gerekli hesaplamalar yapildi.

o/ 115 . Ornek absorbansi
7o Hiicre Canlihig = Kontrol absorbansi * 100

3.2.4.16SH-SYSY Hiicrelerininin Norona Farkhilastirilmasi

Petri veya plakanin zemini hiicre boliinmeden 6nce %10 Kollajen tip 1 igeren PBS’den 500
puL eklenerek 15 dk bekletildi. Ardindan, kuyulardan kollajen c¢ekilerek daha sonra
kullanilmak tizere 4°C’de saklandi. Ardindan hiicreler paylastirildi ve 1 gece inkiibasyona
birakildi. Sonraki giin %2.5 FCS iceren DMEM ile hiicre medyumu degistirildi ve 1 gece
inkiibasyona birakildi. Ardindan %1 FCS iceren DMEM ile medyum degistirildi ve her
kuyuya derisimi 10 puM olacak sekilde Retinoik Asit (RA) uygulandi ve 2 gece
inkiibasyona birakildi. Daha sonra %1 FCS iceren DMEM ile medyum degistirildi ve 10
uM Retinoik Asit (RA) uygulandi. RA uygulama islemi toplam 3 kez yapildi. Hiicrelerin
norona farklilagtigi inverted mikroskop ile goézlemlendi. Kullanilan soliisyonlarin

hazirlanisi tablo 3.24’te verilmistir.

Tablo 3.24: SH-SYSY hiicrelerinin norona farklilastiriimasinda kullanilan soliisyonlar.

Cozelti Hazirlanis1

Retinoik Asit (RA) Img/mL 0.001 g RA tartilarak, 1 mL DMSO igerisinde
¢Oziildi. Ardindan -20°C’de saklandi.

%10 Kollajen Tip 1 4500 mL 1X PBS iizerine 500 pL Kollajen

eklenerek hazirlandi.

3.2.4.17immiinofloresan (IFC)

Immiinofloresans, hiicrelerde spesifik proteinleri veya antijenleri gorsellestirmek igin
kullanilan bir tekniktir. Bu yontem, floresanla isaretlenmis antikorlarin hedef molekiillere
baglanmasiyla calisir. En az 6 kez pasajlanan hiicrelerin sayim islemi yapilir. Daha sonra
24 kuyucuklu plakalarin igerisine yuvarlak lameller eklenir. Her kuyuda 5x10* hiicre
olacak sekilde hiicreler bu lamellerin iizerine boliiniir ve 37°C’deki %5 CO; inkiibatérde

bir gece bekletilir. Rekombinant olarak iiretilen TAT-SMN proteininden 48 saatte 2 kez
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olacak sekilde 10 pug/mL ve 20 pg/mL konsantrasyon olacak sekilde 3 giin boyunca
uygulandi. 24. saat tamamlandiktan sonra hiicre medyumuna tekrar rekombinant protein
uygulandi. 48.saatin sonunda hiicrelerin medyumu uzaklastirildi ve 1X PBS ile 2 kez
yikandi. Ardindan 250 pL %4 (w/v) paraformaldehit kuyucuklara eklenerek 15 dk inkiibe
edildi boylece hiicrelerin fiksasyonu saglandi. 15dk sonra hiicreler 2 kez 1X PBS ile
yikandi. Daha sonra hiicre ¢ekirdegine DAPI boyasinin ulasabilmesi i¢in, hiicrelere 250 pL
%0,25 (v/v) Triton X-100 iceren PBS eklendi ve on dk oda sicakliginda inkiibe edildi.
Ardindan hiicreler 2 kez 1X PBS ile yikandi ve %1 (w/v) BSA igeren PBS’ten 250 pL
eklenerek 90 dk boyunca bloklanmasi saglandi. Ardindan hiicreler 2 kez 1X PBS ile
yikandi ve hiicrelere %1 BSA’li PBS ile 1/300 oraninda seyreltilmis SMN1 primer
antikorundan 250 pL eklendi. Nemli bir ortam hazirlandi ve hiicre plakasi yerlestirilerek
4°C’de 1 gece inkiibasyona birakildi. Sonraki giin primer antikor daha sonra kullanilmak
izere ependorfa alind1 ve -20°C’de saklandi. Hiicre kuyular1 2 kez 1X PBS ile yikandi bu
asamadan sonrasi tamamen karanlik ortamda gerceklestirildi. Kuyucuklara 1/400 oraninda
%1 BSA’l1 PBS ile sulandirilmis Alexa Fluor™ 488(green) anti-mouse antikorundan 150
pL eklendi ve 45 dk inkiibasyona birakildi. Daha sonra hiicreler 1X PBS ile 3 kez yikandi.
Ardindan, 75 mM DAPI’den 150 pL eklenerek 10 dk oda sicakliginda bekletildi. Daha
sonra hiicreler 4 kez 1X PBS ile yikandi. Son olarak, kuyulara 200 L. PBS eklendi ve
yuvarlak lameller 1sitilmig steril igne yardimiyla asagidan yukar1 dogru cikartildi. Steril
lam iizerine %90 gliserol damlatildiktan sonra hiicre gliserole gelecek sekilde yerlestirildi.
Yuvarlak lamin 4 kosesine seffaf oje damlatilarak sabitlendi. Sonraki giin preparatlar
floresan mikroskobu kullanilarak goriintiilendi ve kaydedildi. Analiz i¢in ImageJ programi
kullanildt ve CTCF (Diizeltilmis Toplam Hiicre Floresansi) hesaplandi ve grafik haline

getirildi. Kullanilan soliisyonlarin hazirlanig1 Tablo 3.25°te verilmistir.

Tablo 3.25: Immuofloresans calismalarinda kullanilan ¢zeltiler.

Cozelti Hazirlanmisi

4X (w/v) PFA 30 mL 1X PBS iizerine 2g paraformaldehit eklenip
(%4 Paraformaldehit) karigtirildi. pH 7.2°ye ayarlanip son hacim 50 mL’ye

tamamlandi. Daha sonra 0.45 pm filtreden gegirilerek
-20°C’de sakland.
DAPI Boyasi 5 mg/mL olarak 1X PBS ile hazirlandi. Ardindan, 300 pM
(75 nM) DAPI (2.1 uL DAPI + 97.9 pL 1X PBS). Daha sonra 300
nM olacak sekilde 1X PBS ile sulandirildi. 75 nM olmasi
icin 300 nM DAPI 4 kat sulandirilarak -20°C’de sakland.
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Tablo 3.25:(devam)

%0.25 (v/v) Triton X-  1lk olarak 12.500 pL Triton X-100 50 mL’ye PBS ile
100 tamamlandi(%25). Daha sonra bu %25’lik ara diliisyondan
500 pL alinarak 50 mL’ye PBS ile tamamlandi(%0.25).

3.2.5 istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler icin GraphPad (v10.2.0.392) programi kullanildi. Tiim nicel veriler,
ortalama degerler + S.D veya s.e.m olarak ifade edildi. Iki ortalama arasindaki farklar, t
testi (two-tailed) kullanilarak analiz edildi. Ikiden fazla ortalama arasindaki farklar one-
way ANOVA testiyle analiz edildi ve p degeri 0.05 kiigiik olan sonuglar istatistiksel olarak
anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1 Klonlama Cahsmalari
4.1.1 SMIN1 Gen Varyant Se¢imi
SMN1 geni, insanlarda 5. kromozomun uzun (q) kolunun 13.2 lokasyonunda

bulunmaktadir. NCBI veri tabaninda 3 izoformu bulunmaktadir (bk. EK A.1, A.2 ve A.3).

Transkript Varyanti d: Bu varyant (d), en uzun transkripttir ve en uzun izoformu (d)

kodlar. Bu varyantin, SMN1 tarafindan iiretilen baskin transkript oldugu diistiniilmektedir.

Transkript Varyanti a: Bu varyant (a), sondan bir 6nceki ekzondan yoksundur ve bu, d
varyanti ile karsilastirildiginda alternatif bir ¢eviri durdurma kodonuyla sonuglanir. Ortaya

¢ikan izoform (a), izoform d’ye kiyasla daha kisadir ve belirgin bir C terminaline sahiptir.

Transkript Varyant: b: Bu varyant (b), d varyantina kiyasla 3° CDS’de alternatif bir
cergeve ici ekzondan yoksundur. Ortaya cikan protein (izoform b) daha kisadir ancak

izoform d ile karsilastirildiginda ayn1 N- ve C-terminallerine sahiptir.

SMNI1 geninin protein ekspresyonu amaciyla, transkript varyant d (NM _000344.4)
kullanilarak primer dizisi tasarlandi. SMN1 gen dizisinin restriksiyon kesim bdlgeleri
analiz edildi. Geni kesen ve kesmeyen enzimler Restriction Mapper 3 programi ile
belirlendi (bk. EK A.4 ve Tablo A.l). Ardindan, ekspresyon vektorii pET-21a’y1 kesen
enzimler belirlendi. Daha sonra SMN1 genini kesmeyen, ancak pET-21a vektoriinii kesen
EcoRI ve Sall enzimleri klonlama i¢in secildi. pPEGFP-N2 vektori, icerisinde SMN1 geni
yurtdisindan Prof. Dr. Claus Peter’dan temin edildi. Ardindan, pET-21a vektoriine

klonlanmas1 yapildi.

4.1.2 SMIN1 Geninin pET-21a Vektoriine Alt Klonlamasi
SMA hastaligindaki eksik SMN proteinini iiretecek olan SMNI geni prokaryotik
ekspresyon vektorli olan pET-21a’ya klonlandi. Sekil 4.1’de SMN1 geninin klonlama

caligmasina ait is akis diyagrami gosterilmektedir.
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SMN1-pEGFP-N2

\ 4

Bos pET-21a

\ 4
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EcoRI- Sall enzimleri ile kesim reaksiyonu

\ 4

&

f

&

~

EcoRI- Sall enzimleri ile kesim reaksiyonu

$ |

( )

Kesim {iriinlerini agaroz jelde goriintiileme

\ 4

SMN1’1i jelden geri kazanma

.

r

L (Lineer Insert SMN1)

r

.

Kesim {iriinlerini agaroz jelde goriintiileme

\ 4

r

5 3

pET-212a’y1 jelden geri kazanma
(Lineer Vektor pET-21a)

Insert SMN1 ve Vektor pET-21a Ligasyon

\ 4

Transformasyon

A 4

Kiigiik dlcekli plazmit DNA izolasyonu

4

Kontrol kesim reaksiyonu (EcoRI- Sall )

L 4

Kesim sonuglarini agaroz jelde
L goriintiilleme )

\ 4

r

.

Dizi analizi ile BLAST kontroli

~

J

Sekil 4.1: SMN1 genini pEGFP-N2 vektoriinden, pET-21a vektoriine alt klonlama
basamaklari.

Ik nce SMN1-pEGFP-N2 ve Bos pET-21a gliserol stoklarindan 10’ar mL 6n kiiltiir ekimi
yapildi. Sonraki giin Bolim 3.2.2.7°de belirtildigi gibi kiiclik olcekli plazmit DNA
izolasyonu yapildi. Daha sonra hem insert (SMN1) hemde vektor (pET-21a) EcoRI- Sall

restriksiyon enzimleri ile Boliim 3.2.2.9°da agiklandigi gibi kesim reaksiyonu kurularak
kesildi. 37°C’de 16 saat inkiibe edilerek reaksiyon gerceklestirildi. SMN1-pEGFP-N2
(Sekil 4.2) ve pET-21a (Sekil 4.3) kesimleri Bolim 3.2.2.10°da belirtildigi gibi %?2’lik

agaroz jel elektroforezinde yliriitiildii.
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Sekil 4.2: SMN1 pEGFP-N2 vektoriiniin EcoRI- Sall enzimleri ile kesiminin agaroz jel
elektroforezi goriintiisii. (M: Marker, 1: SMN1 geni (Insert))

Sekil 4.3: Bos pET-21a vektoriiniin EcoRI- Sall enzimleri ile kesiminin agaroz jel
elektroforezi goriintiisii. (M: Marker, 2: pET-21a (Vektor))

Sekillerdeki 1 (Lineer Insert SMN1) ve 2 (Lineer Vektér pET-21a) numarali bantlar Boliim
3.2.2.11°de anlatildig1 gibi jelden kesilerek geri kazanildi. Jelden geri kazanilan lineer
insert ve lineer vektor ile Boliim 3.2.2.13’te belirtilen prosediire uygun olarak 16°C’de 16
saat ligasyon reaksiyonu gergeklestirildi. Ligasyon iiriinlerinin Boliim 3.2.2.14’te anlatilan
protokol ile DH5a kompetan hiicrelere transformasyonu yapildi. Transformasyonda Amp+
petriler kullanildi, petriler 37°C’de 16 saat inkiibe edildi. Ardindan, petrilerde koloni
olusumlar1 goézlemlendi. Bu kolonilerden 3 tanesi segilerek Amp+ LB sivi besiyerine
ekimleri yapildi. On Kkiiltiirlerden Boliim 3.2.2.4’te belirtildigi gibi gliserol stoklar
hazirlanip plazmit DNA izolasyonu yapildi. Boliim 3.2.2.8’de anlatildigi gibi DNA
miktarlar1 belirlenerek rekombinant koloni tespiti i¢in EcoRI — Sall enzimleriyle kontrol
kesim reaksiyonlar1 kuruldu. Kesim iiriinleri %2’lik agaroz jel elektroforezinde yiiriitiiliip

rekombinant koloniler ayirt edildi.
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Sekil 4.4: Rekombinant oldugu diisiiniilen (SMN1-pET-21a) 3 koloninin, EcoRI- Sall
enzimleri ile kontrol kesiminin agaroz jel elektroforezi goriintiisii. (M: Marker, 1:1.koloni,
2:2 koloni, 3:3.koloni)

Sekil 4.4°te insert veren 3 koloni de dizi analizi i¢in BM Laboratuvar Sistemleri firmasina
gonderildi. Dizileme sonuglar1 Bioedit programiyla NCBI’dan alinan SMNI dizisiyle
karsilastirilarak analiz edildi (bk. EK B.1)

4.1.3 TAT Dizisinin SMN1-pET-21a Vektoriine Klonlanmasi

Rekombinant SMN proteininin hedef hiicreye girisini saglayacak olan TAT peptit dizisi
rekombinant SMNI1-pET-21a’ya EcoRI-BamHI enzimleri ile klonlandi. TAT dizisi
oligolar1 sense ve anti-sense olacak sekilde ve uc¢ kisimlarinda EcoRI- BamHI kesim
bolgeleri eklenerek tasarlandi. Sekil 4.5’te TAT dizisinin SMNI-pET-21a vektoriine

klonlama ¢aligmasina ait is akis diyagrami gosterilmektedir.
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SMN1-pET-21a TAT Dizisi
( EcoRI- BamHI enzimleri ile kesim ) ( . Ny . )
| reaksivonu ) | Oligolar1 baglama (Annealing) )

e L . - EcoRI- BamHI enzimleri ile kesim
Kesim iiriinlerini agaroz jelde goriintiileme .
J L reaksivonu J

3 W i

SMN1-pET-21a’y1 jelden geri kazanma PCR piirifikasyonu

.

r

L (Lineer Vektor SMN1-pET-21a) (Lineer Insert TAT) J

TAT ve SMN1-pET-21a Ligasyon
Transformasyon
Kiigiik 6lgekli plazmit DNA izolasyonu
( ‘ )
Dizi analizi ile BLAST kontrolii
- J

Sekil 4.5: TAT dizisinin, SMN1-pET-21a vektoriine klonlanma basamaklari.

Dizi analizi ile tamamen dogrulanan SMN1-pET-21a klonu EcoRI- BamHI restriksiyon
enzimleri ile Bolim 3.2.2.9’da belirtildigi gibi kesim reaksiyonu kuruldu. Ayni zamanda
TAT oligolar1 Bolim 3.2.2.6” da belirtildigi gibi birbirine baglandi. TAT dizisi de lineer
hale getirilmek i¢in EcoRI- BamHI enzimleriyle kesildi. SMN1-pET-21a kesimi %2’lik
agaroz jel elektroforezinde yiiriitiildii ve jelden geri kazanildi. TAT dizisi ise kesim
reaksiyonundan sonra Boliim 3.2.2.12°de belirtildigi gibi PCR piirifikasyon ile saflagtirildi.
Jelden geri kazanilan lineer vektor ve PCR piirikasyonu yapilan lineer TAT dizisi ile Bolim
3.2.2.13’te belirtilen prosediire uygun olarak 16°C’de 16 saat ligasyon reaksiyonu
gerceklestirildi. Ligasyon {irlinlerinin Bolim 3.2.2.14’te anlatilan protokol ile DHS5a
kompetan hiicrelere transformasyonu yapildi. Transformasyonda Amp+ petriler kullanildi,
petriler 37°C’de 16 saat inkiibe edildi. Ardindan, petrilerde koloni olusumlart gozlemlendi.
Bu kolonilerden 3 tanesi segilerek Amp+ LB sivi besiyerine ekimleri yapildi. On
kiiltiirlerden Bolim 3.2.2.4°te belirtildigi gibi gliserol stoklar hazirlanip plazmit DNA

izolasyonu yapildi. TAT dizisi igeren kolonilerin belirlenmesi amaciyla, TAT dizisi agaroz
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jelde goziikkmeyeceginden DNA iirlinleri dogrudan dizi analizi i¢cin BM Laboratuvar
Sistemleri firmasina gonderildi. Dizileme sonuglar1 Bioedit programiyla NCBI’dan alinan
SMNI1 ve TAT dizisiyle karsilagtirilarak analiz edildi (bk. EK B.2). Rekombinant proteini
iiretecek TAT-SMN1-pET-21a klonu belirlendi.

4.2 Rekombinant TAT-SMN Proteini Uretme ve Saflastirma Calismalar1
In-vitro deneylerde kullamlacak olan TAT-SMN proteininin iiretimi ve saflastiriimasi Sekil

4.6’da verilen siralamayla gergeklestirildi.

Rekombinant TAT-SMN Proteini
Uretimi Ve Saflastiriimasi

\ 4

[ On kiiltiir ekimi ]
[ Rekombinant protein iiretimi ]
Hiicrelerin lizisi ve protein lizat1 olusturma

\ 4

His-Tag metodu ile protein saflagtirma

4

Rekombinant proteinin analizi (Western
. Blot ve SDS-PAGE) )

Rekombinant proteinin stoklanmasi

. J

Sekil 4.6: Rekombinant TAT-SMN proteininin iiretilme ve saflastirma basamaklar1

4.2.1 Rekombinant Proteinin Uretilmesi

Rekombinant proteinin iiretilmesi amaciyla ilk 6nce TAT-SMNI-pET-21a plazmidini
iceren BL-21 (DE3) codon plus bakterisinin gliserol stoktan on kiiltiir ekimi yapildu.
Sonraki giin, 6n kiiltiir 250 mL’lik Ampisilin antibiyotigi iceren biiyiik hacime alindi. ODsoo
degeri 0.6’ya ulaginca, Bolim 3.2.3.1°de belirtildigi gibi 50 mL ayirilarak (TAT-SMN
indiiklenmemis lizat) 4000 g’de 20 dk santrifiijle ¢oktiiriilerek, kalan kiiltiire 1 mM son
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konsantrasyonda IPTG ile indiiklenerek bakterinin sadece protein iiretmesi saglandi. 4 saat
boyunca protein iiretimi 200 rpm ile calkalanan oda sicakligindaki etiivde saglandiktan
sonra bakteriler, 50 mL’lik falkonlara ayrildt ve 4000g’de 20 dk santrifiijlenerek
coktiiriildii. Pelletler -20°C’de 1 gece bekletildi.

4.2.2 Protein Lizatinin Olusturulmasi ve Saflastirilmasi

Bakterilerin parcalanarak protein lizatinin olusturulmasi amactyla, -20°C’de bulunan
pelletler Boliim 3.2.3.2°de belirtilen yontemle parcalanarak bakterilerdeki proteinler, hiicre
disina ¢ikartildi. Protein lizat1 olusturulduktan sonra Boliim 3.2.3.2°de belirtilen yontemle
histidin etiketli TAT-SMN proteini His-Tag metodu ile saflastirildi. Protein saflastirilirken
her eklenen soliisyondan sonra protein analizinde kullanilmak iizere alikot alindi.
Rekombinant protein saflastirildiktan sonra sterilizasyonunun saglanmasi amaciyla 0.45
um’luk filtreden gecirildi ve Bolim 3.2.4.12°de belirtilen yontemle protein miktar
belirlendi. Miktar1 belirlendikten sonra Boliim 3.2.3.2°de belirtilen Stoklama Tamponu ile
1:3, 1:2, 1:1 oranda karistirilarak -20°C’de saklandi. Saflastirilan proteinin kontrolii i¢in
alinan lizat ornekleri ile Bolim 3.2.4.13’te belirtilen %12’lik SDS jelinde SDS-PAGE ve
Bolim 3.2.4.14’te belirtilen Western blot ile analiz edildi. SDS-PAGE ve Western blot

sonuglar1 Sekil 4.7 ve 4.8’de verilmistir.

M 1 2 3 4 5 6

Sekil 4.7: TAT-SMN proteini saflastirilirken alinan 6rneklerden yapilan SDS-Page jeli.
(M: marker (26616 ThermoScientific) 1: Bos pET-21a, 2: TAT-SMN - (indiiklenmemis
lizat), 3: TAT-SMN + (indiiklenmis lizat), 4: Yikamadan sonra alinan 6rnek, 5: TAT-SMN
1.eliisyon, 6: TAT-SMN 2.eliisyon)
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Sekil 4.8: TAT-SMN proteini saflastirilirken alinan 6rneklerden yapilan Western blot
sonucu. (M: marker (26616 ThermoScientific) 1: Bos pET-21a, 2: TAT-SMN —
(indiiklenmemis lizat), 3: TAT-SMN + (indiiklenmis lizat), 4: Yikamadan sonra alinan
ornek, 5: TAT-SMN 1.eliisyon, 6: TAT-SMN 2.eliisyon)

Protein diizeyindeki analizlerde TAT-SMN proteininin varlig1 ve saflagtirildigi kanitlandi.
Uretilen rekombinant protein daha sonra hiicre deneylerinde kullanilmasi amaciyla protein
konsantrasyonu Bradford yontemiyle belirlendikten sonra stoklama tamponu ile

karistirilarak -20°C’de saklandi.

4.3 SMN1 Geni Susturma Calismalari

SH-SYS5Y hiicrelerinde, rekombinant TAT-SMN proteininin etkisinin belirlenmesi
amaciyla, SMN1 gen ifadesi shRNA oligolar1 kullanilarak lentiviral tabanli sistemle
susturuldu ve SMN1 ifadesi susturulan bu hiicreye sShRNA-SH-SYS5Y ismi verildi. Sonraki
asamalarda rekombinant TAT-SMN proteininin hiicre proliferasyonuna etkisi, ShRNA-SH-
SYSY hiicreleri ve SH-SYSY hiicrelerinde belirlendi. Ardindan, TAT-SMN proteininin
shRNA-SH-SYS5Y hiicreleri igerisine girdigi IFC teknigi ile gosterildi.

4.3.1 SH-SYSY Hiicrelerinde SMN1 Geninin Susturulmasi (shRNA-SH-SYSY
Hiicresinin Olusturulmasi)
SMNI1 genini susturma caligmalarinda, SMN1 geninin hedefleyecek 2 farkli oligo seti

tasarlandi. Bu oligolar tasarlanirken Boliim 3.2.4.6°da belirtilen Oneriler dikkate alindi.

https://sirna.wi.mit.edu_internet adresi kullanilarak SMN1 geninin 210. pozisyonuna ve
522. pozisyonuna baglanacak primerler belirlendi (bk. EK C.1). Bu primerler, SMNI
shRNA 210 (210.pozisyondan SMN1 genine baglanabilen primer) ve SMN1 shRNA 522

(522.pozisyondan SMNI1 genine baglanabilen primer) olarak isimlendirildi ve klonlama
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caligmalar1 yapildi. Ardindan, bu vektér HEK293T hiicrelerine transfekte edildi. Daha
sonra HEK293T hiicrelerinden lentiviriisler elde edildi. Elde edilen lentiviriisler SH-SYS5Y
hiicrelerine uygulandi. Sekil 4.9’da shRNA dizilerinin pLKO.1-TRC vektoriine klonlama

caligmasina ait is akis diyagrami gosterilmektedir.

[ ShRNA Primerleri (SMN1 shRNA 210 )
ve ShRNA 522)

\ 4

EcoRI- Agel enzimleri ile kesim lleri ve geri oligolar1 birbirine baglama
L reaksiyvonu J L (Annealing) )

\ 4

( )

Kesim iiriinlerini agaroz jelde goriintiileme

\ 4

pLKO.1-TRCyi jelden geri kazanma
L (Lineer Vektor pLKO.1-TRC)

pLKO.1-TRC Vektorii

.

r

__/

2

[ pLKO.1-TRC ve shRNA oligolar1 (210 ve )
L 522 ayr1 ayriile Ligasyon J

( )

dH5a Komepetentlerine transformasyon

& J

\ 4

Kiigiik 6lcekli plazmit DNA izolasyonu

4

Kontrol kesim reaksiyonu (EcoRI- Ncol )

4

Kesim sonuglarini agaroz jelde

L goriintiileme )
( ‘ )
Dizi analizi ile BLAST kontroli
_ J

Sekil 4.9: SMN1-shRNA 210 ve SMN1-shRNA 522 dizilerinin, pLKO.1-TRC vektoriine
klonlanma basamaklarinin sematik gosterimi.

shRNA primerleri tasarlandiktan sonra, Boliim 3.2.4.6°da belirtildigi gibi pLKO.1-TRC
vektorli EcoRI ve Agel restriksiyon enzimleri ile kesilerek lineer hale getirildi. Kesim

uriinleri Sekil 4.10°da gosterildigi gibi %1°lik agaroz jel elektroforezinde yiiriitiildi ve
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biiylik parca (7kb) jelden geri kazanildi. Temin edilen shRNA primerleri 6ncelikle 20 pmol/
uL olacak sekilde sulandirildi. Daha sonra Boliim 3.2.4.6’da belirtildigi sekilde baglama
reaksiyonu gergeklestirildi. 5 pL ileri ve 5 pL geri primer, 5 pL 10X NEB Tamponu 2 ve
35 uL dH>O eklenerek PCR cihazinda 95°C’de 5 dk ve ardindan 75°C’de 10 dk inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonunda oda sicakliginda sogumaya birakildi. Daha sonra hazirlanan
pLKO.1-TRC vektorii ile ligasyon reaksiyonu Boliim 3.2.4.6°da belirtildigi gibi kuruldu.

Sonraki giin DH5a kompetent hiicrelerine transformasyonu gergeklestirildi.

—a.uu-uhﬁuihn---uh

500

Sekil 4.10: pLKO.1-TRC vektoriiniin EcoRI ve Agel kesiminin agaroz jel elektroforezi
gorilintiisti. (M: Marker, 1: plazmit kesim {iriinii, 2: kesilmemis plazmit)

Transformasyon sonucu 2 petride (SMN1-shRNA 210-pLKO.1-TRC, SMN1-shRNA 522-
pLKO.1-TRC) iireyen koloniler (toplam 3 koloni) sivi besiyerine ekildi. Ardindan Boliim
3.2.2.7°de belirtildigi gibi plazmit DNA izolasyonu yapildi ve DNA miktar1 belirlendi.
Daha sonra rekombinant kolonilerin tespiti i¢in EcoRI ve Ncol restriksiyon enzimleriyle
kesim reaksiyonu Boliim 3.2.4.6’da belirtildigi gibi gerceklestirildi. Kesim iiriinleri %1 lik
agaroz jel elektroforezinde yiiriitiildii, Sekil 4.11°de gosterilmistir. Yaklasik 2 kb’de bant
veren koloniler rekombinant shRNA dizisi icerdigi diisiiniildiigii i¢in dizi analizine BM
Laboratuvar Hizmetleri firmasina U6 promotor ileri primeri ile gdnderilmistir. Dizi analizi

sonuclar1 Bioedit programiyla analiz edilerek rekombinant koloniler secilmistir (bk. EK
C.2 ve C.3).
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Sekil 4.11: Rekombinant sShRNA-pLKO.1-TRC plazmitlerinin EcoRI ve Ncol kesiminin
agaroz jel elektroforezi goriintiisii. (M: Marker, 1: SMN1-shRNA210 1.koloni, 2: SMN1-
shRNA210 2.koloni; 3: SMN1-shRNAS522 1.koloni).

Rekombinant shRNA tasiyan pLKO.1-TRC plazmitleri belirlendikten sonra Bolim
3.2.4.6°da anlatildig1 gibi biiyiik 6lgekli plazmit DNA izolasyonlar1 yapildi. Ayni1 zamanda
shRNA’larin hiicrelere teslim edilmesinde araci olan pMD2.G ve psPAX2 plazmitleri ve
negatif kontrol olarak kullanilacak pLKO.1-shSCR plazmitinin de biiyiik 6l¢ekli DNA
izolasyonlar1 gerceklestirildi. Tiim plazmit DNA’lar hazir olduktan Sekil 4.12°deki is akis

diyagraminda belirtigi gibi hiicre kiiltiirii ¢aligmalar1 yapilarak SH-SYSY hiicresinde
SMNI geni susturuldu.
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( SH-SYS5Y Hiicrelerinde SMN1 ifadesinin]

L Susturulmasi1 (shRNA-SHSYSY)

[ SMNI shRNA vektorlerinin HEK293T )
L hiicrelerine transfeksiyonu J

\ 4

( HEK293T hiicrelerinde Lentiviriislerin
L iretilmesi )

SH-SY5Y hiicrelerine Lentiviriislerin

L uygulanmasi )
SH-SY5Y hiicrelerinde tek koloni segimi

4

shRNA-SHSY5Y hiicresinin mRNA ve }
protein diizeyinde tespit edilmesi

Sekil 4.12: shRNA klonlanan pLKO.1-TRC vektorii ile SMN1 geninin susturulmasinin
sematik gosterimi.

HEK293T hiicrelerine Boliim 3.2.4.6 belirtildigi gibi transfeksiyon islemi gergeklestirildi.
Bu amagla HEK293T hiicrelerinin Bolim 3.2.4.5’te anlatildigi gibi sayimi yapildi.
Ardindan, 6 kuyulu plakalara hiicreler boliindii ve 1 gece zemine tutunmalari i¢in 37°C’de
%35 COz igeren inkiibatore kaldirildi. Sonraki giin Transfeksiyon ic¢in Bolim 3.2.4.6’da
belirtilen triinler belirtilen miktarlarda TurboFect™ Transfeksiyon ajaniyla karigtirildi.
Karigim bir siire oda sicakliginda bekletildikten sonra HEK293T hiicrelerine damla damla
uygulandi. 48 ve 72. saatlerde medyumlar alinarak birlestirildi ve 0.45 pum filtreden
gegirilerek -80°C’de saklandi.

HEK293T hiicrelerinde iiretilen lentiviriisler farkli miktarlarda SH-SYSY hiicrelerine
uygulandi. Bu ama¢ dogrultusunda Boliim 3.2.4.6°da belirtilen protokol gerceklestirildi.
Toplam 2 adet 6 kuyulu plakaya, 3 kuyuya SMN1-shRNA210’dan 400 pL, 3 kuyuya
SMN1-shRNA210’dan 800 pL, 3 kuyuya SMNI1-shRNA522’den 400 pL ve 3 kuyuya
SMN1-shRNA522’den 800 pL uygulandi. Protamin Siilfat ile hazirlanan medyumlara

eklenen bu oranlar ile deney gergeklestirildi.
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Lentiviriisler SH-SYSY hiicrelerine uygulandiktan sonra, hiicreler 96’lik plakaya Bolim
3.2.4.6°da belirtildigi gibi boliindii. 2 hafta boyunca tek koloniler takip edildi. 72 saatte 1
medyumlar1 degistirilerek 1 pg/mL puromisin uygulanarak, pLKO.I1-TRC veya pLKO.1-
shSCR plazmitlerinden birine sahip olmayan kontrol kolonilerinin 6lmesi beklendi.
pLKO.1-TRC plazmiti geni susturacak asil vektor olarak, pLKO.1-shSCR plazmiti bos
vektor oldugu icin transdiiksiyon kontrolii olarak kullanildi.

96’lik plakalarda biiyliyen koloniler farkli oldugu i¢in 3 koloni digerlerinden hizli
biiylidiigii i¢in, bu 3 koloninin mRNA diizeyinde SMN1 ifadesi digerlerinden 6nce kontrol
edildi.

4.3.2 shRNA-SH-SY5Y Hiicrelerinde SMN1 Ifadesinin mRNA ve Protein Seviyesinde
Dogrulanmasi

SMNI1 ifadesinin belirlenebilmesi i¢in biiyiiyen 3 pLKO.1-TRC kolonilerinden ve bos

plazmit olan pLKO.1-shSCR lentiviriislerinin uygulandigir hiicreden (kontrol), RNA

izolasyonlar1 Bolim 3.2.4.7°de anlatildigr gibi gerceklestirildi. Daha sonra Boliim

3.2.4.8°de belirtildigi gibi RNA miktarlar1 belirlendi ve Boliim 3.2.4.9°da gosterildigi gibi

cDNA sentezi gerceklestirildi.

Deney sonuglarmin daha dogru olmasi i¢in cDNA’larin hepsi 1 pg olacak sekilde
sulandirildi. Ardindan, B6lim 3.2.4.10°da belirtildigi sekilde Real-Time PCR yapildi. Bu
deneyde her ornek 3 tekrarli olacak sekilde galisildi ve SMNI1 ekspresyon primerleri
kullanildi. Normalizasyon amacli ise HB-2 ekspresyon primerleri ile c¢aligildi. Real-Time
PCR sonuglar1 Livak metoduna gore degerlendirildi. Sonuglar GraphPad programinda one-

way ANOVA ile analiz edilerek Sekil 4.13°te gosterilmistir.
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Sekil 4.13: Lentivirlis uygulanan SH-SY5Y hiicrelerinde SMNI1 ifadesinin mRNA
seviyesinde gosterilmesi. (p <0.05 (*), <0.01 (**), <0.001 (***))

Bu sonugla birlikte SMNT1 ifadesinin SMN1 shRNA 522 kolonisinden 400 pL Lentiviral
S1vi uygulanan koloninin 3.57 kat ve SMN1 shRNA 522 kolonisinden 800 uL Lentiviral
Stvi uygulanan koloninin 4.16 kat, kontrol grubuna (pLKO.1-shSCR) kiyasla anlamli
olarak susturuldugu gosterildi. Daha sonra bu kolonilerdeki SMN1 ifadesinin susturuldugu

protein diizeyinde de gosterildi.

Hizl biiytiyen 3 koloniden 2’sinde gen ifadesinin sustugu goriildiigii i¢in, bu koloniler ve
diger kolonilerin SMNI ifadesi protein diizeyinde gosterildi. Bu amacla Boliim 3.2.4.14’te
belirtildigi gibi Western blot yapildi. ilk olarak, Boliim 3.2.4.11°de belirtilen RIPA ile
protein izolasyonu 10 koloni ve kontrol grubu (pLKO.1-shCR) igin yapildi. mRNA
seviyesinde 2.koloninin 6nemli Olgiide sustugu goriildiigii i¢in protein diizeyinde bu
koloninin hem pasaj 3’ten hemde pasaj 11°den protein izolasyonu yapilarak sonraki
pasajlarda gen ifadesinin geri gelip gelmediginin kontrolii amaglandi. Protein
izolasyonundan sonra, proteinlerin miktar1 Boliim 3.2.4.12’de belirtilen Bradford Y 6ntemi
ile belirlendi. Western blot i¢cin %10’luk SDS jeli Boliim 3.2.4.13’te belirtildigi gibi
hazirlandi. Ornekler en diisiik protein konsantrasyonu baz almarak, her protein drnegi 20
pL hacimde 40 pg protein konsantrasyonu olacak sekilde hazirlandi. 20 pL hacime upper
tamponu ile tamamlandi. Daha sonra protein 6rneklerine %10 B-merkaptoetanol igeren 4X

Laemmli 6rnek tamponundan 5 pL eklenerek 95°C’de 5 dk inkiibe edilerek denatiire
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edildi. Denatiirasyon sonrasi Ornekler 2 ve 3. kuyuya kontrol grubu (pLKO.1-shSCR)
ardindan kolonilerden izole edilen proteinler gelecek sekilde kuyulara 20’ser pL olarak
yiiklendi. Ik kuyuya ThermoScientific (#26619) marka protein biiyiikliik belirtecinden 5
pL yiiklenerek jel 80V’°da 4 saat yiiriitiildii.

4 saatin sonunda jel Boliim 3.2.4.14’te belirtildigi gibi PVDF membrana transfer islemine
alindi. Sonraki glin membran spesifik olmayan baglanmalarin 6nlenmesi amaciyla bloklama
tamponu ile bloklandi. Ardindan Béliim 3.2.4.14’te belirtildigi gibi Immiinoblotlama
yapildi. SMN1 38 kDa ve Beta-Aktin 43 kDa biiytikliiklerinde bant verdikleri ve her ikisi de
mouse antikor oldugu i¢in, SMN1 ve Beta-Aktin primer antikorlar1 birlikte kullanildi. Bu
ama¢ dogrultusunda, 6 mL bloklama tamponu hazirland: igerisine 1/1000 olacak sekilde
SMN1 primer antikoru, 1/10000 olacak sekilde Beta-Aktin primer antikoru eklendi.
Ardindan membran 70 kDa ve 25 kDa belirteclerinden kesildi ve hazirlanan antikora
yatirildi. 1 gece 4°C’de primer antikorlar uygulandi. Ardindan 1X TBST ile yikama
islemleri yapilarak 1/5000 oraninda hazirlanmis anti mouse antikorunda 1 saat inkiibe
edildi. Daha sonra tekrar yikama adimlar1 gergeklestirilerek Boliim 3.2.4.14°te belirtildigi
gibi ECL soliisyonu ile gorlinti alindi. Alinan sonuglar Sekil 4.14 ve Sekil 4.15°te
gosterilmistir. Sonuglar Image] programiyla normalizatdre oranlanarak densitometrik

olarak analiz edildi. Ardindan GraphPad programinda grafik olusturuldu (Sekil 4.16).

Kontrol Kontrol 1.k 2.k(p3) 2.k(p11) 3.k 4.k Kontrol
-aktin (43 kD 1 . : B E
A 1 H i L
Kontrol Kontrol k 2.k (p3) 2.k(p11) 3.k Kontrol

Sekil 4.14: Kontrol grubu ve 4 koloninin Western blot sonucu.

Kontrol Kontrol 5.k 6.k 7.k 8.k 9.k 10.k
p-aktin (43 kDa) . ..‘ =

d ™ PN v . o

Kontrol Kontrol - 7.k 8.k 9.k 10.k

SMN1 (38 kDa) H “ H “ & -

Sekil 4.15: Kontrol grubu ve 6 koloninin Western blot sonucu.
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Sekil 4.16: Lentivirilis uygulanan SH-SY5Y hiicrelerinde SMN1 ifadesinin protein
seviyesinde gosterilmesi.

Bu sonuglar ile birlikte tiim kolonilerde SMN1 ifadesinde azalig oldugu goriildii. Ancak,
1.koloni isimli SMN1 shRNA 522 400 pL transdiiksiyonda 2.56 kat, 2. Koloni isimli
SMNI1 shRNA 522 800 pL transdiiksiyonun 3.pasaj hiicresinde 5.26 kat ve ayni1 hiicrenin
11.pasajinda 4.34 kat SMN1 ifadesinin susturuldugu yani shRNA-SH-SYS5Y hiicresinin
olusturuldugu gosterilmistir. Buradan hareketle in vitro calismalarda SMN1 shRNA 522
800 pL lentiviral s1vi uygulanan 2. koloni (shRNA-SH-SY5Y) kullanilmistir.

Real-Time PCR ve western blot deneylerine ek olarak Immunofloresans ile de SMN1
geninin susturuldugu protein seviyesinde gosterildi. Bu ama¢ dogrultusunda Bolim
3.2.4.17°de belirtilen protokole uygun olarak IFC deneyi kuruldu. Yuvarlak lameller
izerine boliinen hiicreler tutunduktan sonra fiksasyon islemi yapildi. Bunun i¢in 250 uL

%4 (w/v) paraformaldehit kuyucuklara eklenerek 15 dk inkiibe edildi bdylece hiicrelerin
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fiksasyonu saglandi. Ardindan hiicrelere Triton X-100 igeren PBS eklenerek DAPI
boyasinin hiicre ¢ekirdegine ulasabilmesi saglandi. Daha sonra spesifik olmayan
baglanmalar1 6nlemek i¢in %1 (w/v) BSA iceren PBS’ten 250 uL eklenerek 90 dk boyunca
bloklandi. Ardindan hiicreler %1 BSA’l1 PBS ile 1/300 oraninda seyreltilmis SMN1 primer
antikorundan 250 pL eklendi. Nemli bir ortam hazirlandi ve hiicre plakasi yerlestirilerek
4°C’de 1 gece inkiibasyona birakildi. Sonraki giin kuyucuklara 1/400 oraninda %1 BSA’I1
PBS ile sulandirilmis Alexa Fluor™ 488(green) sekonder antikorundan 150 pL eklendi ve
45 dk inkiibasyona birakildi. Daha sonra 75 mM DAPI’den 150 pL eklenerek 10 dk oda
sicakliginda bekletildi. Son olarak, kuyulara 200 pL. PBS eklendi ve yuvarlak lameller
isitilmis steril igne yardimiyla asagidan yukart dogru cikartildi. Steril lam iizerine %90
gliserol damlatildiktan sonra hiicreler gliserole gelecek sekilde yerlestirildi. Yuvarlak
lamelin 4 kenarina seffaf oje damlatilarak sabitlendi. Sonraki giin preparatlar floresan
mikroskobu kullanilarak goriintiilendi ve kaydedildi (Sekil 4.17). Analiz i¢cin Image]
programi kullanildi ve CTCF (Diizeltilmis Toplam Hiicre Floresansi) hesaplanarak, Sekil
4.18’de ki gibi one-way ANOVA analizi yapilarak GraphPad programinda grafiklendirildi.

DAPI Alexa Flour 488 Merge

SH-SYSY

shRNA-SH-SYSY

Sekil 4.17: SH-SYS5Y hiicrelerinde SMN1 ifadesinin susturulmasinin immunofloresan
yontemiyle gosterilmesi.

Sekil 4.17°de gosterilen floresan gorseller ImageJ programi kullanilarak, goriintiilerin ayn1
alanda gri deger ortalamasi ve integre yogunlugu Ol¢iildii. Diizeltilmis toplam hiicre
floresanst hesaplanarak, sonuglar GraphPad programinda grafik haline getirildi. Ardindan

sonuclar one-way ANOVA ile istatistiksel olarak analiz edildi.
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Sekil 4.18: SH-SY5Y ve SMNI1 ifadesi susturulan SH-SY5Y (shRNA-SH-SYS5Y)
hiicrelerinde SMN1 geninin floresans sinyal yogunlugunun grafigi. (p degeri <0,001 (**%*)
ile gosterildi.)

CTCF analizi sonucuna gore SH-SYSY hiicrelerinde SMNI ifadesinin %65 oraninda
azaldig1 gosterildi. Immunofloresan sonuglari, Real-Time PCR ve Western blot sonuglariyla

uyumlu oldugu ve SMNI ifadesinin susturuldugu dogrulandi.

4.4 Rekombinant TAT-SMN Proteininin Sitotoksisitesinin Belirlenmesi

Rekombinant iiretilen TAT-SMN proteininin hiicre canlhiligina etkisinin belirlenebilmesi
amaciyla MTT Testi yapildi. Bu amag¢ dogrultusunda, SH-SY5Y hiicreleri ve SMNI ifadesi
susturulmus SH-SY5Y hiicreleri 1x10* hiicre olacak sekilde 96 kuyuluk plakaya béliindii.
Sonraki giin kontrol gruplar1 harig, diger kuyulara rekombinant TAT-SMN proteininden
250 ng/mL, 500 ng/mL, 1 pg/mL, ve 2 pg/mL son konsantrasyon olacak sekilde
uygulandi. 24. ve 48. saat dilimlerinde Boliim 3.2.4.17°de belirtildigi gibi MTT uygulandi.
Son konsantrasyonu 0.5 mg/mL olacak sekilde tiim kuyulara uygulandi. MTT
uygulamasiin ardindan plaka 3 saat inkiibe edildi. Ardindan kuyularda bulunan DMEM
uzaklastirilarak, 4 mM HCI igeren izoproponolden 200 pL eklenerek c¢oziildii. Son
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asamada spektrofotometrede 550 nm’de absorbans alinarak, % hiicre canlilig1 hesaplamasi
yapildi. Her deney grubu 4 tekrarli ¢alisildi, sonuglar GraphPad programinda grafik haline
getirildi (Sekil 4.19 ve Sekil 4.20).
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Sekil 4.19: SH-SY5Y ve shRNA-SH-SYS5Y hiicrelerinde, rekombinant TAT-SMN
proteininin hiicre proliferasyonuna 24 saatte etkisinin MTT Testi ile gdsterilmesi.
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Sekil 4.20: SH-SY5Y ve ShRNA-SH-SY5Y hiicrelerinde, rekombinant TAT-SMN
proteininin hiicre proliferasyonuna 48 saatte etkisinin MTT analizi.
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Bu sonuglarla birlikte, rekombinant olarak iiretilen TAT-SMN proteininin 24 ve 48.
saatlerde hem SH-SYSY hiicreleri hem de shRNA-SH-SYSY hiicrelerinde toksik etkisinin
olmadigi, aksine hiicre proliferasyonuna pozitif yonde etkide bulundugu gosterilmistir. 24.
saate SMNI ifadesi susturulmus shRNA-SH-SYS5Y hiicrelerinde proliferasyonun %60
oraninda arttig1 gozlemlenmistir. 48. saatte ise hiicre proliferasyonunun yaklasik %120
oraninda arttig1 goriilmistiir. Bu sebeple, TAT-SMN proteininin toksik etkisinin olmadig1

ve 0zellikle ShRNA-SH-SYSY hiicrelerinde proliferatif etkiyi arttirdig: tespit edilmistir.

4.5 Rekombinant TAT-SMN Proteininin Aktivitesinin Belirlenmesi
4.5.1 Farkhlastirlmamis SH-SYSY ve shRNA-SH-SYSY Hiicrelerinde TAT-SMN
uygulamasi ve IFC

En az 4.pasaja gelen SH-SYS5Y ve shRNA-SH-SYSY hiicreleri TE ile kaldirildi. Ardindan
24 kuyulu plakalarin igerisine 6 mm ¢apindaki yuvarlak lameller konularak, her kuyuya
5x10* hiicre olacak sekilde paylastirildi. 1 gece inkiibatdrde hiicrelerin yiizeye tutunmasi
icin bekletildi. Hiicreler tutunduktan sonra 3 kuyu kontrol grubu olarak birakildi, 3 kuyuya
10 pg/mL, 3 kuyuya 20 pg/mL rekombinant TAT-SMN proteini uygulandi. 24 saat sonra
ayni kuyulara 10 pg/mL ve 20 pg/mL rekombinant TAT-SMN proteini uygulandi. Daha
sonra Boliim 3.2.4.17°de anlatildig1 gibi IFC (Immunofloresans) teknigi gerceklestirildi.
Hazirlanan preparatlar floresans mikroskobunda incelendi ve kaydedildi. Floresan
mikroskobunda goriintiilenen hiicreler Sekil 4.21°de verilmistir. Goriintiiler kaydedildikten
sonra ImageJ programiyla CTCF hesaplanarak, one-way ANOVA ile analiz edilmistir.

Sekil 4.22°de analiz sonucu gosterilmistir.
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Sekil 4.21: Kontrol grubu SH-SYS5Y hiicrelerinde ve SMN1 ifadesi susturulmus shRNA-
SH-SYS5Y hiicrelerinde 10 pg/mL ve 20 pg/mL rekombinant TAT-SMN protein
uygulamasinin Iimmunofloresan yontemiyle etkisinin gosterilmesi.
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Sekil 4.22: shRNA-SH-SYSY hiicrelerinde 10 pg/mL ve 20 pg/mL rekombinant TAT-
SMN proteini uygulandiktan sonra hiicredeki floresans sinyal yogunlugunun grafigi. (p
degeri <0.001 (***) ile gosterildi.)

CTCF analizlerine gére, SMN1 ifadesi susturulmus hiicrelerde 10 pg/mL ve 20 pg/mL
dozda uygulanan rekombinant TAT-SMN proteini, bu hiicreler tarafindan hiicre igerisine

alinmis ve hiicre tarafindan kullanilmaya baslandig1 kanitlanmigtir.

Ozellikle, 20 pg uygulanan hiicrelerde SMNI1 ifadesi susturulan hiicreye kiyasla SMN
protein seviyesi istatistiksel olarak %127 oraninda artmistir. 10 pg uygulanan hiicrelerde
ise SMN1 ifadesi susturulan hiicreye kiyasla bu artis istatistiksel olarak anlamli ancak %33

olmustur.

Elde edilen bulgular anlamli olmakla birlikte, rekombinant olarak iiretilen TAT-SMN
proteininin hiicrelere uygulandiginda, hiicre igerisine girdigi ve islevsel oldugu
gosterilmigtir. Ayrica sonraki ¢aligmalar i¢in 20 pg TAT-SMN proteini kullanilmas: daha

uygun gorilmiistiir.
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4.5.2 Farkhlastirilmis SH-SYSY ve shRNA-SH-SYSY Hiicrelerinde TAT-SMN
uygulamasi

Elde edilen bulgular rekombinant olarak iiretilen TAT-SMN proteininin hiicre igerisine
girdigini, efektif olarak hiicrede rol aldigin1 ve hiicrenin yasam siiresini uzattigini
gostermistir. Bu sonuclardan sonra, SMN proteininin en kritik oldugu kisimlardan biri olan
ndronlarda, rekombinant ila¢ adayr uygulandiginda nasil tepki verecegi arastirildi. Bu
amagla, SH-SY5Y ve shRNA-SH-SY5Y hiicreleri Retinoik Asit ile norona
farklilagtirilarak ardindan rekombinant TAT-SMN proteini uygulanarak inverted
mikroskopta analiz edilmistir. Ilk olarak, Boliim 3.2.4.17°de belirtildigi gibi 24 kuyulu
plakaya her kuyuda 2x10* hiicre olacak sekilde SH-SY5Y ve shRNA-SH-SY5Y hiicreleri
%10 FCS igeren DMEM ile boliindii. Sonraki giin, Boliim 3.2.4.16’da belirtildigi gibi
%2.5 FCS iceren DMEM ile medyum degisimi yapilarak 1 gece daha inkiibatorde
bekletildi. Ardindan, %1 FCS igeren DMEM ile medyum tekrar degistirildi ve her kuyuya
son konsantrasyonu 10 uM olacak sekilde Retinoik Asit (RA) uygulandi. Bu asamadan
sonra medyum degistirme ve RA uygulama islemi toplam 3 kez yapildi. Hiicrelerin nérona

farklilastig1 Sekil 4.23°te gosterildigi gibi inverted mikroskop ile gozlemlendi.

SMNI1 genine sahip SH-SYS5Y hiicreleri nérona farklilagtirildiginda birbirleri ile ag yapist
olusturarak noronlara fiziksel olarak doniisiirken, SMN1 geni susturulmus shRNA-SH-

SYSY hiicreleri daha yuvarlak ve ayrik halde kaldiklar1 gézlemlendi.
Norona farklilastirildiktan sonra SH-SYS5Y ve shRNA-SH-SYSY hiicrelerine rekombinant

TAT-SMN proteininden 20 pg olacak sekilde uygulandi. 24 saatin sonunda hiicre
morfolojisindeki degisimler inverted mikroskop ile kayit altina alind1 (Sekil 4.24).
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shRNA-SH-SY5Y

SH-SY5Y

Sekil 4.23: SH-SY5Y ve shRNA-SH-SYSY hiicrelerinin ndrona farklilastiriimalarinin
inverted mikroskop altindaki goriintiileri.
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Kontrol 20 pg TAT-SMN (24 sa.)

SH-SY5Y

shRNA-SH-SY5Y

Sekil 4.24: SH-SY5Y ve shRNA-SH-SYSY hiicrelerinin ndrona farklilastiriimasi ve 20 ug
TAT-SMN proteininin uygulanarak 24 saat sonraki inverted mikroskop goriintiileri
(shRNA-SH-SYS5Y hiicresindeki néron benzeri yapilar kirmiz1 yuvarlak ile gosterilmistir).

SH-SYS5Y ve shRNA-SH-SYSY hiicrelerine 20 ng TAT-SMN proteini uygulandiktan 24
saat sonra, ShRNA-SH-SYSY hiicrelerinin bazi gruplart SH-SYSY hiicrelerine benzedigi
gozlemlendi. Bu calisma ile, SMNI1 geni susturulan ve dolayisiyla SMN proteini
iiretemeyen shRNA-SH-SYSY hiicreleri néron hiicrelerine farklilasamadigi belirlendi.
Ancak, shRNA-SH-SYSY hiicrelerine 20 pg TAT-SMN proteini uygulandiginda ise bazi
hiicre gruplarinda néron benzeri yapilar gozlemlendi. Elde edilen bulgular kapsaminda,
rekombinant TAT-SMN proteininin, SMN proteini {lireteyemen hiicrelere disaridan
verildiginde hiicrelerin SH-SYS5Y kontrol hiicreleri gibi davrandigini gostermektedir. Bu
sonuglar ile birlikte, rekombinant TAT-SMN proteininin, SH-SYSY hiicrelerindeki SMN

proteininin yerine gegebilecegi ve onun gorevlerini yerine getirebildigi belirlenmistir.
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5. SONUC VE TARTISMA

Spinal Muskiiler Atrofi, omurilikteki motor néronlarin dejenerasyonu ile karakterize, kas
giicsiizliigline ve atrofiye yol agan genetik bir hastaliktir [179]. SMA, bebek 6liimlerinin
onde gelen genetik nedenidir ve yaklagik 10.000 canli dogumda 1’1 etkilemektedir [180].
SMA’nin siddeti, baslangi¢ yasina ve klinik gidisata gore farklilik gosterir [181]. Bulgular,
SMA’nin omurga ve ndromuskiiler devrelerdeki sinaptik kusurlarla iliskili oldugunu ve

motor bozulmaya yol a¢tigin1 géstermistir [179].

SMA, 5q11.2-q13.3 kromozomunda yer alan SMNI1 genindeki mutasyonlardan [182],
aslinda  mutasyonlar nedeniyle fonksiyonel SMN proteininin  eksikliginden

kaynaklanmaktadir [183].

Bugiine kadar ABD Gida ve Ilag idaresi (FDA) tarafindan SMA igin ii¢ ila¢ onaylanmustir;
bunlar Biogen’den nusinersen (Spinraza®), Novartis’ten onasemnogene abeparvovec-Xioi

(Zolgensma®) ve risdiplamdir [ 184].

Risdiplam yakin zamanda SMA tedavisine yonelik segici bir SMN2 gen birlestirme
modiilatorii olarak gelistirildi. Risdiplam, SMA tedavisi i¢in FDA tarafindan onaylanan ilk
kiiciik molekiillii birlestirme degistiricisidir. Risdiplam, bir SMN2 ekleme modiilatorii
olarak gorev yapar, iki bolgede, bir ekson arttiric1 sekansta ve ekson 7’nin 5° birlestirme
bolgesinde dogrudan SMN2 6nciil mRNA’ya baglanarak stabil SMN protein seviyesini

artirmay1 amaglar [185].

Onasemnogene abeparvovec olarak da bilinen Zolgensma, iki yasina kadar SMA olan
pediatrik hastalarin tedavisi i¢in 24 Mayis 2019°da ABD FDA tarafindan onaylanan bir
gen terapisidir. Bu terapi, insan SMNI1 geninin fonksiyonel bir kopyasinin, kan-beyin
bariyerinin gegebilen adeno-iligkili bir viris 9 (AAV9) vektorii kullanilarak SMA

hastalarina uygulanmasini igerir [186].

Nusinersen olarak da bilinen Spinraza, SMA tedavisi i¢cin FDA tarafindan onaylanmis bir
antisens oligoniikleotid (ASO) ilacidir. SMN2 geninin RNA eklenmesini hedefleyerek etki
eder ve bu da fonksiyonel SMN proteininin {iretiminin artmasina neden olur. Spinraza,

merkezi sinir sistemine intratekal enjeksiyon yoluyla uygulanir [187]. Ozellikle Tip I SMA
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olmak iizere SMA hastalarinda motor fonksiyonu iyilestirmede ve sagkalimi uzatmada

etkinligi kanitlanmisg bir tedavidir [188].

Bu tedavilerin yani sira, rekombinant proteinler kullanilarak hedefe yonelik ve etkili
terapotik secenekler ile ¢esitli hastaliklarin tedavisinde ©Onemli o6l¢iide ¢aligmalar
mevcuttur. Bu proteinler, kanser, otoimmiin hastaliklar, genetik bozukluklar ve bulasict
hastaliklar dahil olmak iizere ¢ok c¢esitli durumlarin tedavisinde ¢ok Onemli bir rol
oynamaktadirlar. Ozellikle diyabetin tedavisinde, pankreasin yeterli insiilin {iretemedigi
durumlarda kan sekeri seviyesini kontrol etmek i¢in rekombinant insiilin kullanilmistir
[189]. Benzer sekilde, Hemofili A ve B hastalarinin tedavisinde kullanilan rekombinant
faktor VIII ve IX, bu hastalarda eksik olan pihtilasma faktorlerini saglar [190]. Ayrica, MS
tedavisinde kullanilan rekombinant protein olan Interferon beta, bagisiklik sisteminin
aktivitesini diizenler ve hastaligin ilerlemesini yavaglatir [191]. Kanserde ise monoklonal
antikor olan Trastuzumab (Herceptin), HER2-pozitif meme kanseri hiicrelerinin
bliylimesini durdurmustur [192]. Bunlara ek olarak, Paratiroid hormonun (PTH)
rekombinant formu olan ve osteoporoz tedavisinde kemik olusumunu tesvik eden
Teriparatid (Forteo), osteoporozun tedavisinde kullanilan rekombinant bir proteindir [193].
Bu tedavilere ek olarak diger hastaliklar i¢in rekombinant protein iireterek tedavi
stratejileri gelistirilmeye devam etmektedir. Ornegin, rekombinant TSG-6 proteininin
kullanimi, kollajen kaynakli artritin hafifletilmesinde umut verici sonuglar gostermistir
[194]. Ek olarak, rekombinant insan TIGIT-Ig, lupus nefrit gibi otoimmiin hastaliklarin
tedavisinde etkili sonuglar gostermistir [195]. Ayrica, hiicreye niifuz eden rekombinant
Foxp3 proteini, Treg fonksiyonunu arttirma ve artriti iyilestirme potansiyeli sergilemistir

[196].

Protein replasman tedavilerinin az olmasinin baglica sebebi, hedef hiicreye rekombinant
proteini ulastirmaktir. Bu tez caligmasi kapsaminda {iretilen rekombinant SMN proteini

TAT fiizyon proteini kullanilarak hedeflenmenin saglanmasi amaglanmigtir.

TAT flizyon proteinlerini kullanan protein replasman tedavileri, c¢esitli biyomedikal
uygulamalarda 6nemli sonuglar gostermistir. TAT fiizyon proteinleri, biyolojik olarak aktif
proteinleri hiicrelere etkili bir sekilde iletme yetenegine sahiptir [127]. TAT fiizyon
proteinleri, TAT-MTS filizyon proteinlerinin verilmesi yoluyla mitokondriyal fonksiyonu

geri kazandirarak metilmalonik asidemi (MMA) gibi hastaliklar i¢in potansiyel bir tedavi
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yaklagimi olarak Onerilmistir [197]. Ayrica ¢esitli hastalik modellerinde TAT fiizyon
proteinlerinin  transdiiksiyon etkinligi ve terapdtik potansiyeli calisilmigtir. Bu
caligmalarda, TAT flizyon proteinlerinin, hiicre zar1 lipid sallarindan kaynaklanan
endositik yollar yoluyla hiicreler tarafindan icsellestirilebilecegini gosterilmis ve hedefli
dagitim potansiyelleri vurgulanmistir [198]. Bu sonuglara ek olarak, TAT fiizyon
proteinlerinin kanserde gen terapisindeki potansiyelleri arastirilmistir ve TAT peptidinin,
hiicreler arasindaki terap6tik protein trafigini artirarak kanserde gen tedavisinin etkinligini
artirdigr bulunmustur [199]. Genel olarak, protein replasman tedavilerinde TAT fiizyon
proteinleri lizerine yapilan arastirmalar, terapotik proteinlerin verilmesinde, hiicresel alimin
arttirllmasinda ve c¢esitli  hastaliklar icin hedefe yonelik tedaviler saglanmasinda

potansiyellerini gosteren ¢alismalarla etkinligi gsterilmistir.

Literatiirdeki bulgular sayesinde, rekombinant protein tedavilerinin ¢esitli hastaliklarda
umut vaat eden sonuglart gozlemlenmistir. Ancak SMA hastaliginda hedefleme sistemi ile

rekombinant protein igeren bir tedavi stratejisi yoktur.

Bu bilgiler dogrultusunda, giincel FDA onayl tedavi stratejileri oldukca kisitli ve pahali
olan SMA hastaliginin, lilkemizde ise ilag¢ liretimi yapilmamakta ve bu konuda tamamen
yurt disina bagimhi kalimmaktadir. Bu tez caligmasi kapsaminda SMA hastaliginda
kullanilabilecek, rekombinant SMN proteini liretimi amaglanmis, hiicreye girisi ise SMN
ile fiizyon olusturacak sekilde tasarlanan TAT peptidi ile saglanmis ve SMA hastalarinin

kullanabilecegi ilag¢ aday1 olusturulmustur.

Bu amagla ¢alisma 3 is paketinden olugmaktadir. Birinci is paketinde, pEGFP-N2 vektorii
icerisinde bulunan SMN1 geni restriksiyon enzimlerle kesilerek ¢ikartildi, ardindan ayni
enzimlerle kesilmis prokaryotik ekspresyon vektorii olan pET-2la ile ligasyonu
gerceklestirildi. Olusturulan rekombinant klona SMN1-pET-21a ismi verildi. Ardindan,
SMN proteininin hiicre membranindan gegisi i¢in uygun hale getirilmesi amaciyla hiicre
gecis protein dizileri denen TAT dizisi SMNI1-pET-21a vektoriine klonlandi. Bu klon
TAT-SMNI1-pET-21a olarak isimlendirildi.

Ikinci asamada pET vektorii sisteminde bulunan histidin kuyrugundan faydalanilarak TAT-
SMN proteini ve kontrol amagli bos pET-21a vektorii BL21(DE)3 Codon Plus bakteri

soylarinda {irettirilerek saflastirildi. Bu amag¢ dogrultusunda, ila¢ adayr rekombinant
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prorein olan TAT-SMN’yi iceren pET-21a ve kontrol bos pET-21a 6n kiiltlir olarak
ekimleri yapildi. Ardindan, biiylik hacimde yeterli yogunluga ulasan bakterilere IPTG
uygulanarak protein iiretmeleri saglandi. Uretilen proteinler lizat haline getirildi ve
ardindan His-tag metodu ile saflastirildi. Uretilen ve saflastirilan proteinlerden her
asamada Ornek alinarak, bu ornekler ile SDS-Page ve Western blot yapilarak proteinin

saflig1 kontrol edildi.

Ucgiincii asamada ise iiretilen proteinin in vitro aktivitelerinin belirlenmesi amaciyla, SMA
hastalig1 in vitro ortamda olusturuldu. Bu dogrultuda insan noroblastoma hiicre hatt1 olan
SH-SYSY hiicrelerinde SMN1 geni lentiviral sistem yardimiyla susturuldu. Ilk olarak,
SMN1 genine spesifik shRNA dizileri tasarlandi ve pLKO.I-TRC vektoriine klonaldi.
Ardindan HEK?293T hiicrelerine bu klonun transfeksiyonu yapildi, ayrica kontrol olarak
gen icermeyen bos pLKO.1-shSCR vektoriiniin de transfeksiyonu gergeklestirildi. Daha
sonra, 48 ve 72. saatte HEK293T hiicrelerinin iirettigi lentiviriis igeren medyumlar
toplandi. Toplanan medyumlar farkli oranlarda SH-SYSY hiicrelerine verilerek
lentiviriislerin hiicreye niifuz etmesi beklendi. Lentiviriis uygulanan hiicrelerin se¢imi igin
puromisin antibiyotigi kullandi1 ve hiicreler tek koloni kalacak sekilde 96 kuyulu plakaya
boliindii. Tek kolonilerden biiyiitiillen shRNA-SH-SYS5Y (SMNI1 geni susturulmus SH-
SY5Y) hiicrelerinden RNA ve protein izolasyonlar1 yapilarak, Real-Time PCR ve western
blot yapildi. Ayrica, hiicrelerin SMN proteinleri Immiinofloresan ile goriintiilenerek
sonuglar tekrar kanitlandi. Bu deneyler sonucunda SMNI ifadesi susturulmus olan hiicre

ayirt edildi ve sonraki ¢aligmalarda kullanildi.

Uretilen TAT-SMN proteininin hiicreye toksik etkisinin belirlenmesi amaciyla farkli
konsantrasyonda ve zaman dilimlerinde shRNA-SH-SY5Y ve SH-SYSY hiicrelerine
uygulandi ve sitotoksik etkisi MTT analizi ile belirlendi. Daha sonra, TAT-SMN
proteininin ilag¢ olarak uygulanmasi amaciyla shRNA-SH-SYS5Y hiicrelerine farkli dozlarda
uygulanarak Immiinofloresan deneyi gerceklestirildi. Sonuglar, artan doz miktar1 ile

istatistiksel olarak anlamli sekilde hiicrede SMN proteininin arttigin1 gésterdi.

Sonug olarak, diinya ¢apinda yalnizca {i¢ adet bulunan FDA onayli SMA tedavileri olduk¢a
pahal1 ve erisim kisithdir. Ozellikle iilkemizde genetik hastaliklarin basinda gelen SMA
icin uygun maliyetli ve yerli bir tedavi iliretmeyi amagladik. Bu ama¢ dogrultusunda

iiretilen TAT-SMN proteini bir ilag adayr olarak, gergeklestirilen tiim in vitro aktivite
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deneylerinin hepsinde umut vadeden olumlu sonuglar gostermistir. Bu sebeple SMA
hastaliginin yerli ve milli tedavisi i¢in gii¢lii bir aday olmustur. Bundan sonraki agamalarda
bu ila¢ adaymin in vivo ¢aligmalarinin gerceklestirilmesi gerekmektedir. Bu sebeple,
oncelikle SMA hastaligina sahip deney hayvanlarina bu ilag adaymnin farkli dozlarda
verilerek, hayvanlarin takip edilmesi gerekmektedir. Tedavi uygulanan bu hayvanlarin,
yasam siirelerindeki artig, motor becerilerindeki degisim ve fenotiplerinin gézlemlenmesi
gerekmektedir. Deney hayvanlarinda olumlu sonuglar gozlemlenirse, SMA’l1 insanlarda

uygulama deneyleri yapilabilir.
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EK A.1: SMN1 Geni Transkript Varyant d Niikleotit Dizisi

*NM_Bee344 .4 Homo saplens survival of motor neuron 1, telomeric (SMN1), transcript variant
d, mRMNA

GCACCCQCOGOTTTGCTATGECGAT GAGCAGCGGCEECAGTEETOGCGECGT CCCaGARCAGRAGOATTC
CATECTATTCCOGCGCaGCACAGOCCAGAGCOATGATTCTGACATTTGAGATGATACAGCACTGATAAAA
GLATATGATAAAGCTGTGECTTCATTTAAGCATGCTCTAAAGAATGETGACATTTGTGRAAACTTCGGETA
AACCAAAAACCACACCTAAAAGAAAACCTECTAAGAAGAATAAAAGCCAMAAGAAGAATACTECAGCTTC
CTTACAACAGTGEAAAGT TEGGEACAAATGTTCTGLCATTTGETCAGAAGACGATTGCATTTACCCAGET
ACCATTOCTTCAATTOAT TT TAAGAGAGAAACCTGTGTTGTGETT TACACTGRATAT GOAAATARAGAGG
AGCAAAATCTOTCCGATCTACT TTCCCCAATCTOTGAAGTAGC TAATAATATAGAACARAATEGCTCAAGA
GAATEAAAATOARAGCCAAGTT TCAACAGATOAAAGTGAGAACTCCAGATCTCCTGOARATAMATCAGAT
AACAT CAAGCCCAAATCTACTCCATAEAACTCTTTTCTCCCTCCACCACCCCCCATOCCAGEOLCARGAL
TEEEACCAGEAAAGCCAGETCTAAAATTCAATGGCCCACCAC OGO CACCOCCACCACCACCACCCCACTT
ACTATCATGCTGGCTGCCTCCATTTCCTTCTGOACCACCAATAAT TCOCCCACCACCTCCCATATOTCCA
GATTCTCTTGATGATGCTGATGCT T TGGGAAGTATGT TAATTTCATGETACATGAGTGECTATCATACTG
GCTATTATATGOGTTTCAGACAARATCALARAGAAGEAAGGTGCTCACATTCCTTARAT TAAGGAGAAAT
GLTOECATAGAGCAGCACTAAATOACACCACTAAAGAAACGATCAGACAGATCTGOAATGTGAAGCGTTA
TAGAAGATAACTOECCTCATTTCTTCAAAATATCAAGTOT TGEEAAAGALAAAAAGEAAGTGOAATOEETA
ACTCTTCTTOAT TAAAAGTTATGTAATAACCAAATOCAATGTGAAATATTTTACTGGACTCTATTTTGAA
AAACCATCTATAAAAGACTEEGGTEEEGETEOGAGECCAGCACGOTEETGAGGCAGT TEAGAARATTTGA
ATETOGATTAGAT TTTGAATGATATTGGATAATTATTGOTAATTT TATGAGCTATGAGAAGEETGTTGTA
GTTTATAAAAGACTGTCTTAAT TTGCATACTTAAGCATT TAGGAATGAAGTGTTAGAGTGTCTTAARATG
TTTCAAATGGT T TAACARAATGTATGTGAGECGTATOTEACAALATOTTACAGAATCTAACTGGTOGACA
TeECTGTTCATTATACTGTTTTTTTCTATCTTCTATATOT TTAAAAGTATATAATAAAAATATTTAATTT
TTTTTTAAATTA

EK A.2: SMN1 Geni Transkript Varyant a Niikleotit Dizisi

*NM_ee1297715.1 Homo sapiens survival of motor meuron 1, telomeric (SMN1), transcript
variant a, mRMA

CCACAAATOTGGGAGEOCGATAACCACTCOTAGAAAGCOTGAGAAGT TACTACAAGCGGTCCTCCCGGCC
ACCOTACTGTTCCGCTCCCAGAAGC CCCOOGCaalaaAAGTCGTCACTCTTAAGAAGGGACGEEGLCCCA
COCTOCGCACCCOCGOaTTTGCTATGGCGATGAGCAGCOGLGGECAGTGATEECGECGTCCCGEAGCAGGA
GEATTCCGTECTATTCCGGCGLGGCACAGGCCAGAGCGATGATTCTGACATTTGEGATGATACAGCALCTG
ATAAAAGCATATGATAAAGCTOTOECTTCATT TAAGCATGCTCTAAAGAATGGTGACATTTGTGAAALTT
COGGTAACCAAAAACCACACC TAAAAGAAAACCTGCTAAGAAGAAT AAAAGCCAAAAGAAGAATACTGE
AGCTTCCTTACAACAGTGEAAAGT TEEGGACAAATET TCTGCCATTTGGTCAGAAGACGETTGCATTTAL
CCAGCTACCATTACTTCAATTGATT TTAAGARAGAAACCTATOT TATGETTTACACTGOATATGGARATA
GAGAGGAGCAAAATCTATCCGATCTACT TTCCCCAATCTOTGAAGTAGC TAATAATATAGAACAAAATGC
TCAAGAGAATGAAAATAAAGCCAAGT T TCAACAGATOAAAGTEAGAAC TCCAGETCTCCTGOAAAT ARA
TCAGATAACATCAAGCCCAAATCTOCTCCATOGAACTCTTTTCTCCCTCCACCACCCCCCATOOCAGEEC
CAAGACTAORACCAGGAAAGCCAGGTCTAARAT TCAATOGCCCACCACCOCCACCOCCACCACCACCACC
CCACTTACTATCATACTOGCTACCTCCATT TCCTTCTO0ACCACCAATAATTCCCCCACCACCTCCCATA
TOTCCAGATTCTCTTGATGATGCTEATGCT TTGOGAAGTATGT TAAT TTCATGGTACATGAGTGGCTATC
ATACTOGCTATTATATGRAAATGCTGGCATAGAGCAGCACTAAAT GACACCACTARAGAAACGATCAGALC
AGATCTGOAATETGAAGCOT TATAGAAGATAACTGECCTCATTTCTTCAAAATATCAAGTGT TAGOARAAG
AAAAAAGEAAGT GGAATOGGTAACTCTTCT TOAT TAAAAGTTATOTAATAACCARATGCAATGTGARATA
TTTTACTGGACTCTATTT TAAAAAACCATCTOTAAAAGACTGEOOTGGEGGTGOGAGGCCAGCACOGTGG
TOAGECAGTTEAGAAAATTTGAATOTGGAT TAGAT TT TOAATGATAT TAGATAATTATTGATAATTTTAT
GAGCTOTGAGAAGGGTOT TATAGT T TATAAARGACTGTCTTAATTTGCATACTTAAGCATTTAGGAATGA
AGTOTTAGAGTGTCT TARAATGTTTCAAATGETTTAACAAAATGTATATGAGGCATATOTGGCALAATGET
TACAGAATCTAACTGOTGGACATGECTGTTCATTGTACTGTTTTTTTCTATCTTCTATATGTTTAAAAGT
ATATAATALMAATATTTAATTTTTTTTTALA
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EK A.3: SMN1 Geni Transkript Varyant b Niikleotit Dizisi

*NM_©22874.2 Homo sapiens survival of motor neuron 1, telomeric (SMM1), transcript variant
b, mRMNA

CCACAAATETGEEAGEECGATAACCACTCATAGAAAGCETGAGAAGT TACTACAAGCGOTCCTCCCGEIT
ACCOTACTOTTCCACTCCCAGAAGC OO0 anCoAAGTCOTCACTCTTAAGAAGEEACGOGLCCCCA
COCTECaCACCCACaaaTTTACTATGECGATEAGCAGCEGCGOCAGTEATGOCAGECGTCCCGGAGCAGGA
GOATTCCGTGCTGTTCCGGCGCEGCACAGECCAGAGCGATEATTCTGACAT T TOOGATGATACAGCACTG
ATAAAAGCATATGATARAGCTETEOCTTCATTTRAAGCATGETCTAAAGAATOOTGACATTTATGAAACTT
CEEeTARACCAARAACCACACCTAARAGAAAACCTOCTAAGAAGAAT ARAAGCCAAAAGAAGAATACTGE
AGCTTCCTTACAACAGTOGAAAGTTGEGEACAAATETTCTGCCAT TTGETCAGAAGACGOTTGCATTTAL
CCAGCTACCATTGCTTCAAT TEATT TTAAGAGAGAAACCTATGTTGTGETTTACACTGOATATORAAATA
GAGAGGAGCAAAATCTETCCGATCTACTTTCCCCAATCTATOAAGTAGC TAATAATATAGAACAAAATGLD
TCAAGAGAAT GAAAATEAAAGCCAAGTTTCAACAGAT GAAAGTEAGAACTCCAGOTCTCCTAEAAATAAL
TCAGATAACATCAAGCCCAAATCTECTCCATEEAACTCTTTTCTCCCTCCACCACCCCCCATOLCAGGRGE
CAAGACTOORACCAGGAAAGATAAT TCCCCCACCACCTCCCATATATCCAGATTCTCTTGATGATGCTGA
TeCTTTOGCAAGTATGTTAATTTCATOOTACATGAGTOECTATCATACTOGCTATTATATGRGTTTCAGA
CARAATCAAAAAGAAGEAAGETOCTCACATTCCTTAAAT TRAAGGAGAAATECTOOCATAGAGCAGCACTA
AATGACACCACT AAAGAAACGATCAGACAGAT CTGEAAT GTGAAGCGTTATAGAAGATAACTGGCCTCAT
TTCTTCAAAATATCAAGTGT TGOGAAAGAAAAAAGEAAGTOOAATGEETAACTCTTCTTGATTAAAAGTT
ATATAATAACCAAATOCAATATOAAATATTTTACTGEACTCTATTTTGAAAAACCATCTGTAARAGACTG
GEGETOGEGETEEEAGECCAGCACGETGGTEAGGCAGT TRAGAAAATT TEAATGTGOAT TAGATTTTGAAT
GATATTEGATAATTATTGGTAAT TT TATGAGC TETGAGAAGGGTGTTATAGT TTATAAAAGACTGTCTTA
ATTTGCATACTTAAGCAT TTAGGAATGAAGTETTAGAGTGTCTTAARATOT T TCAAATGGTTTAACARAS
TOTATGTGAGGCGTATOTGACAAAATOT TACAGAATCTAACTOGTEOACATORCTATTCATTGTACTATT
TTTTTCTATCTTCTATATGT TTAARAGTATATAATAAAAATATTTAATTTTTTTTTAAAAAALAALAALL
ALAAA

EK A.4: SMN1 Varyant d mRNA’sinin Restriksiyon Haritasi

Kesmeven Enzimler: Aarl, Aatll, Absl, Accl, Acll, AfIITI, Agel, Ajul, Alfl. Alol, AlwNI,
Apal, Apal.l, ArsI, Ascl, Asull, Aval, Avrll, Ball, BamHI, Barl, BbwCI, Begl, BaiVIL
Bell, Bdal, Bell, Bpll, Bpul(l, BsaAl BsaBI, BsaXI, BseMII, BsePlI, BseSI, Begl, Baml,
Bspl4071, BspHI, BsrBI, BstEIL Btrl, Cfrl, Cfr101, Clal, CspCI, Drall, Dralll, DrdI,
Eam11051, Ecil, Eco47III, Eco571, EcoNI, EcoP15I, EcoRI, EcoRV, Esp3l, Fsel, FspAl,
Haell. HaeIV, HindII, HindIII, Hpal, Hpv991, Kpnl, MauBI, Mlul, Mmel, Nael, Narl,
Nhel, NmeAlll Notl, Nrul, Pacl, PasI, PAIMI, PmaCI, Pmel. Ppil, PpuMI, PshAI PI-Pspl,
PspXI, Psrl, Pvul, Pvull, Rsrll, Sacl, Sall, SanDI, Sapl, Scal, PI-Scel, SexAl, Sfil, Sgfl,
SgrAl SgrDI, Smal, SnaBI, Spel. Scfl, Sse8387I, Stul, Swal, Taqgll, Tstl, Tth1 111, Vspl,
Xbal, Xcml, Xhol, Xmnl

Tablo A. 1: SMNI1 varyant d mRNA’sini1 kesen enzimler.

Name Sequence Lesrlltgeth Overhang | Frequency Pu;iil:litnns
Msli CAYNNNNRTG 0 blunt 1 1165
Olil CACNNNNGTG 0 blunt 1 1165
Psil TTATAA 0 blunt 1 1265
Acyl GRCGYC 6 five prime 1 49
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Tablo A.1 (devam)

Name Sequence Lf;;h Overhang | Frequency Pugtl;:}ns
Aflll CTTAAG 6 five prime 1 1290
Becl CCATC 5 five prime 1 1132
Bglll AGATCT 6 five prime 1 059
BseYl CCCAGC 6 five prime 1 344
BsmAl GTCTC 5 five prime 1 544
BspMI ACCTGC 6 five prime 1 245
Eco31l GGTCTC 6 five prime 1 544
Fokl GGATG 5 five prime 1 132
Hgal GACGC 5 five prime 1 38
Mfel CAATTG 6 five prime 1 361
Ncol CCATGG 6 five prime 1 582
Plel GAGTC 5 five prime 1 1101
Styl CCWWGG 6 five prime 1 582
Tatl WGTACW 6 five prime 1 1412
Tspd5| GTSAC 5 five_prime 1 186
Xholl RGATCY 6 five prime 1 059
BseRl GAGGAG 6 three prime 1 432
BstXl | CCANNNNNNTGG 6 three prime 1 1164
Btsl GCAGTG 6 three prime 1 44
Eco57MI CTGRAG 6 three prime 1 518
Gsul CTGGAG 6 three prime 1 518
Nspl RCATGY 6 three prime 1 174
Pstl CTGCAG 6 three prime 1 275
Sacll CCGCGG 6 three prime 1 8
Sdul GDGCHC 6 three prime 1 885
Sphl GCATGC 6 three prime 1 174
TspGWI ACGGA 5 three prime 1 59
1097,
Sspl AATATT 6 blunt 2 1461
Apol RAATTY 6 five prime 2 654, 1183
Avall GGWCC 5 five prime 2 633,732
BtgZl GCGATG 6 five prime 2 36, 115
Faul CCCGC 5 five prime 2 12, 1482
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Tablo A.1 (devam)

Ndel CATATG 6 five prime 2 143, 762
Pfol TCCNGGA 6 five prime 2 52,542
Sfahl GCATC 5 five prime 2 773,779
Smll CTYRAG 6 five prime 2 484, 1290
Bael | ACNNNNGTAYC 7 three prime 2 809, 842
Bfil ACTGGG 6 three prime 2 639, 1147
BsrDI GCAATG 6 three prime 2 352, 1093
2
Fall | AAGNNNNNCTT 6 three prime 2 lj-zgﬁ:
Hindl | GAYNNNNNVTC 6 three prime 2 815, 847
Hphl GGTGA 5 three prime 2 198, 1179
Tsol TARCCA 6 three prime 3 829, 1093
. 40, 285,
byl 5 ;
Bbwvl GCAGC 5 five prime 4 700. 934
. 66, 105,
fl T = T
Tfil GAWTC 5 five prime 4 771. 1383
Tsel GCWGC 5 five prime 4 28,273,
P 713, 922
Taul GCSGC 5 three prime 4 34, 38:; 49,
: 44, 136,
TspRI 5 -
TspRI CASTG 5 three prime 4 204, 404
. 534, 542,
EcoRll i 5 ; '
co CCWGG 5 five prime 5 617. 635
404, 634,
2
Bsrl ACTGG 5 three prime 7 842, 995,
1108,
1142,
275,339,
: 994, 995,
Mboll 5 - '
0 GAAGA 5 three prime 7 1045.
1421
151, 508,
< : 514, 535,
TspDTE - '
ATGAA 5 three prime 7 802, 1320.
1397
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EK B.1: SMN1 Geninin pET-21a Vektoriine Alt Klonlama Dizi Analizi Sonu¢larinin

Karsilastiriimasi
SMN1 113 ATGGCGATGAGCAGCGGCGGCAGTGGTGGCGGCGTCCCGGAGCAGGAGGATTCCGTGCTG
FErrrerrrrrrrrerrrrerr e et et e et et e
NCBI 18 ATGGCGATGAGCAGCGGCGGCAGTGGTGGCGGCGTCCCGGAGCAGGAGGATTCCGTGCTG
SMN1 173 TTCCGGCGCGGCACAGGCCAGAGCGATGATTCTGACATTTGGGATGATACAGCACTGATA
FErrrerrrrrrrrerrrr e et ettt et r ettt e e
NCBI 78 TTCCGGCGCGGCACAGGCCAGAGCGATGATTCTGACATTTGGGATGATACAGCACTGATA
SMN1 233 AAAGCATATGATAAAGCTGTGGCTTCATTTAAGCATGCTCTAAAGAATGGTGACATTTGT
FErrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrr e et et e et e
NCBI 138 AAAGCATATGATAAAGCTGTGGCTTCATTTAAGCATGCTCTAAAGAATGGTGACATTTGT
SMN1 293 GAAACTTCGGGtaaaccaaaaaccacacctaaaagaaaacctgctaagaagaataaaagc
Crrrrerrrrrrrrerrrrerrrrr et et e ettt e e
NCBI 198 GAAACTTCGGGTAAACCAAAAACCACACCTAAAAGAAAACCTGCTAAGAAGAATAAAAGC
SMN1 353 caaaagaagaaTACTGCAGCTTCCTTACAACAGTGGAAAGTTGGGGACAAATGTTCTGCC
FErrrerrrrrrrrerrrre et ettt r ettt et et e
NCBI 258 CAAAAGAAGAATACTGCAGCTTCCTTACAACAGTGGAAAGTTGGGGACAAATGTTCTGCC
SMN1 413 ATTTGGTCAGAAGACGGTTGCATTTACCCAGCTACCATTGCTTCAATTGATTTTAAGAGA
FErrrrrrrrrrrr e et e et r et et r et et e
NCBI 318 ATTTGGTCAGAAGACGGTTGCATTTACCCAGCTACCATTGCTTCAATTGATTTTAAGAGA
SMN1 473 GAAACCTGTGTTGTGGTTTACACTGGATATGGAAATAGAGAGGAGCAAAATCTGTCCGAT
FErrrerrrrrrrrerrrr e et e et et e ettt e e e
NCBI 378 GAAACCTGTGTTGTGGTTTACACTGGATATGGAAATAGAGAGGAGCAAAATCTGTCCGAT
SMN1 533 CTACTTTCCCCAATCTGTGAAGTAGCTAATAATATAGAACAGAATGCTCAAGAGAATGAA
FErrrerrrrrrrrerrrrerrrr e et e e et e e
NCBI 438 CTACTTTCCCCAATCTGTGAAGTAGCTAATAATATAGAACAAAATGCTCAAGAGAATGAA
SMN1 593 AATGAAAGCCAAGTTTCAACAGATGAAAGTGAGAACTCCAGGTCTCCTGGAAATAAATCA
FErrrerrrrrrrr e et e et e ettt e et e et e
NCBI 498 AATGAAAGCCAAGTTTCAACAGATGAAAGTGAGAACTCCAGGTCTCCTGGAAATAAATCA
SMN1 653 GATAACATCAAGCCCAAATCTGCTCCATGGAACTCTTTTCTCCCTCCACCACCCCCCATG
Frrrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrerrrrrrrr et e et e
NCBI 558 GATAACATCAAGCCCAAATCTGCTCCATGGAACTCTTTTCTCCCTCCACCACCCCCCATG
SMN1 713 CCAGGGCCAAGACTGGGACCAGGAAAGCCAGGTCTAAAATTCAATGGCccaccaccgcca
Crrrrerrrrrrrrerrrrerrrrr et et e ettt e e
NCBI 618 CCAGGGCCAAGACTGGGACCAGGAAAGCCAGGTCTAAAATTCAATGGCCCACCACCGCCA
SMN1 773 ccgccaccaccaccaccccacttactatcatgctggectgectccatttecttetggacca
Frrrrerrrrrrrrerrrreer et et et e et et e e
NCBI 678 CCGCCACCACCACCACCCCACTTACTATCATGCTGGCTGCCTCCATTTCCTTCTGGACCA
SMN1 833 ccaataattcccccaccacctccCATATGTCCAGATTCTCTTGATGATGCTGATGCTTTG
FErrrerrrrrrrrerrrre e e et et e et ettt r e
NCBI 738 CCAATAATTCCCCCACCACCTCCCATATGTCCAGATTCTCTTGATGATGCTGATGCTTTG
SMN1 893 GGAAGTATGTTAATTTCATGGTACATGAGTGGCTATCATACTGGCTATTATATGGGTTTT
Frrrrerrrrrrrrrrrrreerrrr et et e et r e e e
NCBI 798 GGAAGTATGTTAATTTCATGGTACATGAGTGGCTATCATACTGGCTATTATATGGGTTTC
SMN1 953 AGACAAAATCAAAAAGAAGGAAGGTGCTCACATTCCTTAAATT 995
Crrrrrrrrerrerrerrerrerrerr et rrrrrr e e
NCBI 858 AGACAAAATCAAAAAGAAGGAAGGTGCTCACATTCCTTAAATT 900
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EK B.2: TAT Dizisinin SMN1-pET-21a Vektoriine Alt Klonlama Dizi Analizi

Sonuclarimin Karsilastirilmasi

pPSMN1 102 GGATCCGGCTATGGCCGTAAAAAACGTCGTCAGCGTCGTCGTGGCGAATTCA  15:¢

Frrererrerrrerrerrrrerrrrrrrrrrrrrrer et e
TATseq 4 GGATCCGGCTATGGCCGTAAAAAACGTCGTCAGCGTCGTCGTGGCGAATTCA 55

pPSMN1 156 ATGGCGATGAGCAGCGGCGGCAGTGGTGGCGGCGTCCCGGAGCAGGAGGATTCCGTGCTG 215

trrrrrrrererrrrererrerrrrrerrrrrrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrerd
NCBI 18 ATGGCGATGAGCAGCGGCGGCAGTGGTGGCGGCGTCCCGGAGCAGGAGGATTCCGTGCTG 77

PSMN1 216 TTCCGGCGCGGCACAGGCCAGAGCGATGATTCTGACATTTGGGATGATACAGCACTGATA 275
NCBI 78 TTCCGGCGCGGCACAGGCCAGAGCGATGATTCTGACATTTGGGATGATACAGCACTGATA 137

PSMN1 276 ARAAGCATATGATAAAGCTGTGGCTTCATTTAAGCATGCTCTAAAGAATGGTGACATTTGT 335

trrrrrrrrerrerrrrrrrrrrrrrerrrrerrrrrrrrrrrrrerrrrrrrerrrrd
NCBI 138 ARAGCATATGATAARAGCTGTGGCTTCATTTAAGCATGCTCTARAGAATGGTGACATTTGT 197

pPSMN1 336 Gaaacttcgggtaaaccaaaaaccacacctaaaagaaaacctgctaagaagaataaaagec 395
trrrrereerererrrrrrrrerrrrerrrrrrrerrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrned
NCBI 198 GAAACTTCGGGTAAACCAAAAACCACACCTAAAAGAAANCCTGCTAAGAAGAATAARAAGC 257

pPSMN1 396 Caaaagaagaaltactgcagcttccttacaacagtggaaagttggggacaaatgttctgecec 455

trrrrrrrererrrrererrerrrrrerrrrrrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrnd
NCBI 258 CAAAAGAAGAATACTGCAGCTTCCTTACAACAGTGGAAAGTTGGGGACAAATGTTCTGCC 317

PSMN1 456 ATTTGGTCAGAAGACGGTTGCATTTACCCAGCTACCATTGCTTCAATTGATTTTAAGAGA 515

trrrrereerererrrrrrrrerrrrerrrrrrrerrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrned
NCBI 318 ATTTGGTCAGARAGACGGTTGCATTTACCCAGCTACCATTGCTTCAATTGATTTTAAGAGA 377

pPSMN1 516 GAAACCTGTGTTGTGGTTTACACTGGATATGGARATAGAGAGGAGCAARAATCTGTCCGAT 575

trrrrrrrrerrerrrrrrrrrrrrrerrrrerrrrrrrrrrrrrerrrrerrerrrrd
NCBI 378 GAAACCTGTGTTGTGGTTTACACTGGATATGGAAATAGAGAGGAGCAAAATCTGTCCGAT 437

PSMN1L 576 CTACTTTCCCCAATCTGTGAAGTAGCTAATAATATAGAACAGAATGCTCAAGAGAATGAA 635

trrrrrrrererrrrererrererrrerrrrrrrerrrrer o rrrrrrrrrrrrrerd
NCBI 438 CTACTTTCCCCAATCTGTGAAGTAGCTAATAATATAGAACAAAATGCTCAAGAGAATGAA 497

PSMN1 636 AATGAAAGCCAAGTTTCAACAGATGAAAGTGAGAACTCCAGGTCTCCTGGAAATAARATCA 695

trrrrrrrererrrrererrerrrrrerrrrrrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrnd
NCBI 498 AATGAAAGCCAAGTTTCAACAGATGAAAGTGAGAACTCCAGGTCTCCTGGAAATAAATCA 557

pPSMN1 696 GATAACATCAAGCCCAAATCTGCTCCATGGAACTCTTTTCTCCCTCCACCACCCCCCATG 755

trrrrrrrrerrerrrrrrrrrrrrrerrrrerrrrrrrrrrrrrerrrrerrerrrrd
NCBI 558 GATAACATCAAGCCCAAATCTGCTCCATGGAACTCTTTTCTCCCTCCACCACCCCCCATG 617

PSMN1 756 Ccagggccaagactgggaccaggaaagccaggtctagaattcaatggcccaccaccgecca 815
trrrrrrrrerrerrrrrrrrrrrrrerrrrerrrr o rrrrrrrrrrrrrerrerrrn

NCETI 618 CCAGGGCCAAGACTGGGACCAGGAAAGCCAGGTCTAAAATTCAATGGCCCACCACCGCCA 677

PSMN1 8l¢ Ccgccaccaccaccaccccacttactatcatgctggctgecteccatttecttectggacca 875
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII

NCBI 678 CCCCACTTACTATCATGCTGGCTGCCTCCATTTCCTTCTGGACCA 737

pPSMN1 876 CCAATAATTCCCCCACCACCTCCCATATGTCCCGATTCTCTTGATGATGCTGATGCTTTG 935
rrrrrerrerererrrrrrrrerrrrererrrorerrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrnd

NCBTI 738 CCAATAATTCCCCCACCACCTCCCATATGTCCAGATTCTCTTGATGATGCTGATGCTTTG 797

PSMN1 936 GGAAGTATG 944

NCBI 798 GGAAGTATG 806
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EK C.1: SMN1 shRNA Primerlerinin siRNA Selection ProgramiylaTasarlanmasi

e Enter your sequence in Raw or FASTA format below,

CGTGCTATTCCGGCGCGGCACAGGCCAGAGCGATGATTCTGACATTTGGGATGATACAGCACTGATAAAA ~
GCATATGATAAAGCTGTGGCTTCATTTAAGCATGCTCTARAGAATGGTGACATTTGTGAAACTTCGGGTA
AACCAAAAACCACACCTAAAAGAAAACCTGCTAAGAAGAATAAAAGCCAAAAGAAGAATACTGCAGCTTC
CTTACAACAGTGGAAAGT TGGGGACAAATGTTCTGCCATTTGGTCAGAAGACGGTTGCATTTACCCAGCT
ACCATTGCTTCAATTGATTTTAAGAGAGAAACCTGTGTTGTGGTTTACACTGGATATGGAAATAGAGAGG ¥
AGCAAAATCTGTCCGATCTACTTTCCCCAATCTGTGAAGTAGCTAATAATATAGAACAAAATGCTCAAGA

e *“Choose the siRNA pattern:

Recommended patterns custom
O N2[CGINS[AUTINS[AUT]N2
® AANIOTT
O NAN21

Enter pattern with 23 bases

s Filter criteria:

e *GC percentage: from |30 to|52

e “exclude arun of |4 ormore TorAinarow
s “exclude a run of _ or more Gs in a row
¢ “include less than consecutive GC in a row.

O equal %(-i—.-"— %) for all 4 bases.
* “End vour siRNAs with
:

Note: *: required parameters.

EK C.2: SMN1 shRNA 210 Dizisinin pLKO.1-TRC Vektoriine Klonlanmasinin Dizi

Analizi Sonuclari ile Karsilastirilmasi

Okuma 185 COGGAAGAAGAATACTGCAGCTTCCCTCGAGGFAAGCTEOGETATTCATELELELEELE 242

shRMNA1 1 COGEAAGAAGAATACTGCAGCTTCOCTCGAGEEAAGC TECASTATTCTTCTTTTTTTS S8

EK C.3: SMN1 shRNA 522 Dizisinin pLKO.1-TRC Vektoriine Klonlanmasinin Dizi

Analizi Sonuclari ile Karsilastirilmasi

Okuma 176 CCGGAAATCTGCTCCATGGAACTCTCTCGAGAGAGTTCCATGGAGCAGAttttttttG 233

shRNA2 1 CCGGAAATCTGCTCCATGGAACTCTCTCGAGAGAGTTCCATGGAGCAGATTTTTTTTG 58
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