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OZET

Spinal Miiskiiler Atrofi Tedavisinde Kullanilma Potansiyeline Sahip ve Hiicre
Membranindan Gegebilen Modifiye Rekombinant SMIN1 Proteininin Uretilmesi ve

Saflastirilmasi

Amag: PEP1-SMNI proteinini modifiye rekombinant sekilde iiretip hiicre
membranindan gecisini saglamak. Fakat bu c¢alisma kapsaminda preklinik ya da klinik
calisma bulunmamaktadir sadece proteinin {iretimi ve hiicre kiiltiirii ortaminda hiicre
membranindan gegme potansiyeli aragtirilmistir.

Materyal Metod: Calismada temel olarak PEP1 (sinyal peptidi) + SMN1 proteini
+ 6x histidin yapisinda rekombinant protein iiretimi yapildi. Vektoriin hazirlanmasi gen
sentezi yollarindan birisi ile yapildi. Olusturulan vektér DNA sekans analizi ile
dogrulandiktan sonra E. coli BL21 susuna aktarilirak ilgili proteinin bakteride ifade
edilmesi saglandi. Protein iiretimi IPTG ile indiiklendi ve sonrasinda 6XHis isareti
kullanilarak ticari bir metal afinite kromotografisi kiti ile saflastirildi. Saflastirilan
proteinin miktar tayini Bradford testi ile ve saflik derecesi SDS-PAGE analizi incelendi.
Calismada Insan néron kokenli hiicre hatlari kullanildi. (SHSY5Y). Besiyeri olarak néron
hiicreleri i¢in uygun olan DMEM ve Ham’s F12 ortami ve %10 ek fetal bovine serum
kullanildi. Farkli miktarlarda hiicre kiiltiiriine eklenen proteinin farkli zaman araliklarinda
hiicre icine girisi 6XHis spesifik antikor kullanilarak Western blotlama analizleri ile
gosterildi.

Bulgular: Yapilan analizler sonucunda, PEP1-SMN1 rekombinant proteininin
hiicre membranindan ge¢me potansiyelinin basarili bir sekilde dogrulandigi gézlemlendi.
Indiiksiyon siirecinde 0.5 mM IPTG ve 30°C'de 4 saatlik inkiibasyonun en uygun sartlar
oldugu belirlendi. Western blot analizleri, proteinin teorik agirligina yakin bir bant
gosterdi. Hiicre kiiltiir deneylerinde, proteinin hiicre yapigsmasini ve membran gecisini
destekleyen olumlu sonuglar elde edildi.

Sonuclar: Bu calismada, PEP1-SMN1 rekombinant proteininin hiicre
membranindan gegebilen potansiyel bir terapotik ajan olarak basarili bir sekilde tiretildigi
ve saflagtirildigr gosterilmistir. Elde edilen sonuglar, protein indiiksiyonu ve saflig1 ig¢in
optimize edilen yontemlerin etkili oldugunu gostermektedir. Bu bulgular, Spinal
Muskiiler Atrofi tedavisi i¢in gelecekteki preklinik aragtirmalarin  temelini
olusturabilecek nitelikte 6nemli katkilar sunmaktadir.

Anahtar kelimeler: SMN1, IPTG, BL21, SMA, DMEM, FBS, PEP1
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ABSTRACT

Production and Purification of Modified Recombinant SMN1 Protein with
Potential Use in Spinal Muscular Atrophy Treatment and Ability to Cross the Cell

Membrane

Aim: Producing Modified Recombinant SMN1 Protein and Ensuring Its Passage
Through the Cell Membrane. However, this study does not include preclinical or clinical
trials; it will only investigate the production of the protein and its potential to cross the
cell membrane in a cell culture environment.

Material and Method: The study primarily involved the production of a
recombinant protein composed of PEP1 (signal peptide) + SMN1 protein + 6x histidine.
The vector was prepared through either molecular cloning or gene synthesis methods.
After the vector was confirmed by DNA sequencing analysis, it was transferred into E.
coli BL21 strain to facilitate the expression of the target protein in bacteria. Protein
production was induced with IPTG, and the protein was subsequently purified using a
commercial metal affinity chromatography kit with the 6xHis tag. The amount of the
purified protein was determined using the Bradford assay, and its purity was assessed by
SDS-PAGE analysis. Human neuronal cell lines (SHSY5Y) were used in the study. The
cells were cultured in a medium suitable for neuronal cells, consisting of DMEM and
Ham’s F12 with 10% fetal bovine serum. The entry of the protein into the cells, added in
varying amounts, was examined at different time intervals using Western blotting with a
6xHis specific antibody.

Results: Based on the analysis results, it was observed that the potential of the
PEP1-SMN1 recombinant protein to pass through the cell membrane was successfully
confirmed. The induction process determined that the optimal conditions were incubation
with 0.5 mM IPTG at 30°C for 4 hours. Western blot analyses showed a band close to the
theoretical weight of the protein, and protein purity was enhanced using urea buffers. In
cell culture experiments, positive results were obtained, supporting cell adhesion and
membrane translocation of the protein.

Conclusion: n this study, it was demonstrated that the PEP1-SMN1 recombinant
protein was successfully produced and purified as a potential therapeutic agent capable
of crossing the cell membrane. The findings indicate that the optimized methods for
protein induction and purity were effective, supporting the in vitro activity of the protein.
These results provide significant contributions that could form the basis for future
preclinical studies on Spinal Muscular Atrophy treatment.

Key words: SMNL1, IPTG, BL21, SMA, DMEM, FBS, PEP1
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1. GIRIS

Spinal kas atrofisi (SMA), ¢ocukluk ¢aginda baslayan bir motor néron hastaligidir
ve tarihsel olarak bebek 6liimlerinin en sik genetik nedeni olarak kabul edilmistir. Ancak,
son donemdeki tedavi gelismeleri bu durumun degismesine yol agabilir. SMA, Survival
Motor Néron 1 (SMN1) genindeki mutasyonlar nedeniyle ortaya ¢ikar ve bu mutasyonlar
SMN proteininin tiretiminde azalmaya neden olur (1). Bu kayip, paralog olan SMN2
geninden saglanan protein ile kismen telafi edilir. SMN2, SMN1'den exon 7'deki tek bir
niikleotid degisikligi ile farklilik gosterir (2, 3). Bu degisiklik, SMN2 transkriptlerinin
yaklasik %90'inda exon 7'nin diglanmasina yol agar ve bu durum, stabil olmayan ve hizla
parg¢alanan SMNA7 proteininin iiretimiyle sonuglanir (4).

SMN proteini, hiicre iginde yaygin olarak ifade edilir ve hiicresel homeostazin
saglanmasinda temel bir rol oynar; bu roliin tam mekanizmasi ise heniiz ayrintili olarak
anlagilmamistir (5). SMN proteini, splicing makinesi assemble edilmesi, endositoz ve
protein sentezi gibi ¢esitli hiicresel siireglerde yer alir. SMN'nin genis spektrumlu
gorevleri ve yaygin ifadesi, SMN kaybmin motor noéronlarin &tesinde sistemik
patolojilere yol agabilecegini gdsterir. Bu genis etki alani, yeni tedavi yaklasimlarinin
gelistirilmesinde dikkate alinmas1 gereken bir faktordiir (6).

Spinal kas atrofisi (SMA) hastaliginda, hastaligin siddeti, kismen, hastanin tagidigi
SMN2 gen kopyalarinin sayisina bagli olarak degisiklik gostermektedir (7). SMA'nin en
yaygin formu olan tip 0/1'de, SMN2'nin yalnizca bir kopyasini tasiyan tedavi edilmemis
cocuklar, bagimsiz olarak oturma yetenegine asla sahip olamazlar ve yasam beklentileri
yaklasik iki y1l civarindadir. SMIN2 kopya sayisinin artmasiyla birlikte hastaligin siddeti
azalmakta olup, SMA tip 4'te genellikle erken yetigkinlikte klinik baslangi¢ goériilmekte
ve yasam beklentisi genellikle normal diizeylerde olmaktadir (1). Ancak, ¢ogu hastanin
en az bir hastalik degistiren tedavi alacagi goz Oniine alindiginda, hastalifin bu dogal
seyri muhtemelen gegerliligini yitirecektir.

Monojenik norodejeneratif hastaliklar arasinda nadir bir 6rnek teskil eden SMA,
SMN iiretimini artirmay1 hedefleyen ii¢ tedavinin yakin zamanda onaylanmasi ile gen
hedefli tedavi alaninda 6nciiliikk etmistir. Ancak, bu tedavi doniisiimiine ragmen, mevcut
yeni tedavilerin heniiz tam anlamiyla bir iyilesme saglamadig1 agiktir.

Glinlimiizde SMA bes ana alt tipe ayrilmaktadir: tip O (en agir form, prenatal

donemde baslayan ve dogum sonrasi ciddi solunum sorunlar1 gelisen), tip I (Werdnig—



Hoffmann hastaligi; 6 aydan 6nce baslayan ve destek olmadan oturma yetenegi olmayan
siddetli bir form), tip II (Dubowitz hastaligi; 18 aydan dnce baslayan, destek olmadan
oturabilen fakat ayakta durma veya yliriime yetenegi olmayan ara bir form), tip III
(Kugelberg—Welander hastalig1; 18 aydan sonra baslayan ve destek almadan ayakta durup
yiirliyebilen hafif bir form) ve tip IV (en hafif form, 30 yasindan sonra baslayan) (8).

Spinal kas atrofisi (SMA) ile iligskilendirilen SMNI1 geni, 1995 yilinda
tanimlanmistir. Aynt dénemde, SMA'nin etkileniminde rol oynayan SMN2 geni de
kesfedilmistir. Bu iki genin bulunmasi, SMA arastirmalarinda onemli bir ilerleme
saglamistir. SMN1 geni kesfedilmeden once, SMA'nin tanis1 kas biyopsileriyle elde
edilen histolojik bulgulara dayaniyordu. Teshis, kas orneklerinde goriilen denervasyon,
kas liflerinde gruplar halinde atrofi ve/veya agili kas lifleri gibi karakteristik bulgulara
dayandiriliyordu. Ancak, SMN1 geninin kesfi sonrasinda, SMA'nin teshis yontemlerinde
kokli bir degisiklik yasanmistir. Artik SMA'nin teshisi kas biyopsisi ile degil, SMN1
genindeki silinmeler veya mutasyonlar i¢in yapilan genetik testlerle konulmaktadir(9).

Spinal miskiiler atrofi (SMA), ilk olarak 19. yiizyilin sonlarinda tanimlandigindan
bu yana tedavi edilemez bir hastalik olarak kabul edilmektedir. 21. yiizyilin baginda yeni
ilaclarin klinik kullanima girmesiyle birlikte hastaligin seyrinde 6nemli iyilesmeler
saglanmis olsa da SMA hala kesin bir tedaviye kavusturulamamistir. Yeni tedavi
yontemleri, hastaligin semptomlarini ve prognozunu belirgin sekilde iyilestirse de tam bir
iyilesme sunmamaktadir. Bununla birlikte, SMA arastirmalarinda son 132 yil igerisinde
kaydedilen 6nemli ilerlemeler bilim diinyas1 agisindan kayda deger basarilar olarak
degerlendirilmektedir (9).

2016 yilinda nusinersen, ABD Gida ve ilag Dairesi (FDA) tarafindan SMA
tedavisinde onaylanan ilk ila¢ olmustur. Bunu takiben, onasemnogene abeparvovec ve
risdiplam adli iki baska ila¢g daha FDA onayi alarak klinik uygulamaya sunulmustur. Bu
tedavi segenekleri, SMA'nin yonetiminde 6nemli yenilikler sunmus ve hastaligin seyrinde
biiyiik gelismeler saglamistir (10).

Bu tez calismas1 kapsaminda, literatiir bilgileri dogrultusunda rekombinant SMN1
proteinini tiretip uygun sartlar ve kosullar altinda hiicre membranindan gegme potansiyeli

arastirilmastir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Spinal Miiskiiler Atrofi Hastaligi ve Tarihgesi

Spinal kas atrofisi (SMA), proksimal kas zayiflig1 ve iskelet kasi atrofi ile
karakterize edilen otozomal resesif gegisli bir alt motor néron hastaligidir. SMA'nin
prevalansi, canli dogumlarda yaklasik 10.000 ila 20.000'de bir olarak bildirilmis olup,
genel niifustaki tagiyici sikligi ise 1/40 ile 1/70 arasinda degismektedir (1). SMA'nin,
bebekler arasinda genetik nedenlere bagli 6liimler agisindan 6nde gelen bir etken oldugu
kabul edilmektedir (11).

Spinal kas atrofisi (SMA), omurilikteki alfa motor néronlarin dejenerasyonu ile
kendini gosteren ciddi bir néromiiskiiler hastaliktir. Bu motor néronlarin kaybi, proksimal
kaslarda giderek artan giicsiizliik ve paralizi ile sonuglanir. SMA'nin ilerleyici dogasi
nedeniyle, hastalar zamanla kas kontroliinii yitirirler, bu da hem hareket kabiliyetini hem
de solunum gibi hayati fonksiyonlari etkileyebilir (12).

SMA'nin ilk kez tanimlanmasi, 1891 yilinda Avusturyali nérolog Guido Werdnig
tarafindan gergeklestirilmistir. Werdnig'in rapor ettigi vakalarin fenotipleri, mevcut SMA
simiflamasina gore SMA tip Il'ye uymaktadir. Ancak, Werdnig'in tanimladigi
fenotiplerden farkli 6zellikler tasiyan bir¢ok yeni vaka zamanla ortaya ¢ikmistir (12).

1980'lere kadar SMA, birkac¢ klinik grubun adi altinda siniflandirilmistir. Bu
gruplardan iki ana kategori, akut infantil SMA (SMA tip | veya Werdnig—Hoffmann
hastalig1 olarak da adlandirilir) ve kronik ¢cocukluk SMA's1t (SMA tip II ve III, tutulan
Werdnig—Hoffmann hastaligi, Kugelberg—Welander hastaligi veya kronik genel SMA
olarak da bilinir) seklindedir (13).

1990 yilinda, SMA hastalik lokuslarin 5q13 kromozom béolgesine yerlestirildigi
ve bu hastaliklarin tek bir klinik birim olarak siiflandirildig: bildirilmistir (9). SMA'nin
monojenik bir hastalik olarak tanimlanmasiyla birlikte, en ciddi fetal baslangich formu
ve en hafif eriskin baslangi¢li formu (tip 0 ve tip V) da SMA'nin varyantlari olarak kabul
edilmistir (14).

SMA arastirmalarinin tarihi ii¢ ana dénemde incelenebilir. Ilk dénem (1891—
1994), SMA'l hastalarin ilk kez tanimlanmasiyla baslamis ve bu donemde klinik alt
tiplerin siiflandirilmast ile SMA'nin genetik lokusunun kromozomal haritalanmasi
gerceklestirilmistir. Bu donemde, SMA'nin klinik 6zellikleri ve kalitsal dogasi iizerine

onemli kesifler yapilmistir. ikinci dénem (1995-2015) ise SMN genlerinin klonlanmasi



ile baglamis ve SMA tedavisine yonelik biiyiik ilerlemeler kaydedilmistir. Bu siirecte,
SMA'nin molekiiler diizeyde anlasilmasiyla ilag yeniden konumlandirma ¢alismalar1 ve
hastalig1 tedavi etme hedefiyle yeni ilaglar gelistirilmistir. Ugiincii dénem (2016—
glinlimiiz), SMA tedavisinde devrim yaratan FDA onayl1 ilaglarin klinik uygulamalara
girmesiyle baslamis, bu donemde ayrica yeni dogan taramalari sayesinde SMA'nin erken
teshis edilmesi miimkiin hale gelmistir (9).

4 protein kodlayan gen igerir: GTF2H2 (genel transkripsiyon faktorii IIH), NAIP
(noronal hiicre 6liimiinii Onleyici protein), SMN1 (motor ndronlarin hayatta kalmasini
saglayan 1. gen) ve SERF1A (kiiciik EDRK-zengin faktor 1A). Bu genler, kromozom
5’in uzun kolundaki (5q13.2) 500 kilobazlik ters duplikasyon bolgesinde yer alir.
Cogaltilmis genler ise GTF2H2 pseudogeni (YGTF2H2B), ekzon 5°1 eksik olan NAIP
pseudogeni (WYNAIPAS), SMN2 ve SERF1B olarak siralanir. SMA kritik bolgesi gri
cubuk ile isaretlenmistir. C, sentromerik ucu; T, telomerik ucu temsil eder (15). Bu durum

Sekil 2.1 de verilmistir.

SMA i
w 500 kb Ters Donmig Duplike Genler
Telomerlk Sentromerik
Nr:e -W' NAIRR, SMN1  SERF1A o SERF1B: “SMIN: KONAPAS) GETFAIE) ¥
— p G e —y — & -

Bxon7Yok  Exon5 Yok
Sekil 2.1. Kromozomun 5g13. bolgesinin yerlesim (15).
2.2. Spinal Miiskiiler Atrofi Hastalig: Tipleri

Spinal Miiskiiler Atrofi (SMA), en yaygin goriilen otozomal resesif hastaliklardan
biridir (16). Bu hastalik, motor islevlerin bozulmasi, kas zayiflig1 ve ilerleyici sakatlik
gibi belirtilerle kendini gosterir ve bu ozellikler tim SMA fenotiplerinde ortaktir (17).
SMA'nin siddeti, hastaligin baglangi¢ yasi ile SMN2 geninin kopya sayisina baglh olarak
farkli gruplar arasinda 6nemli 6lglide degisir. SMA, semptomlarin ortaya ¢ikis zamani ve
ulasilabilen maksimum motor fonksiyon dikkate alinarak dort farkli klinik tipe

siniflandirilmistir. Bu klinik tiplerin 6zeti tablo 1'de sunulmustur (18).



Tablo 2.1. Spinal miiskiiler atrofi siniflandirmasi (18).

SMA Tipi Baslama Yas1 Motor Yetiler Oliim

I (Werdnig- Hoffmann Hast) 0-6 ay Yardimsiz oturamaz <2 yas
I1 (Intermediate form) <18 ay Oturabilir, yilirliyemez >2 yas
2 Lo Yetiskin

[T (Kugelberg-Welander Hast.) 1.5- 18 yas Belirli bir yasa kadar
ylrtiyebilir.
Normal
IV (Yetiskin tip) 30- 40 yaslar Yiirtime kusuru yasam

2.2.1.SMATip 1

Tip 1 SMA'l1 bebekler, ayn1 zamanda Werdnig-Hoffman hastalig1 olarak bilinen
bu durumla, genellikle 6 aydan 6nce hipotoni (kas gevsekligi), bas kontroliinde yetersizlik
ve azalmis veya kaybolmus tendon refleksleri belirtileri gosterir. Bu taniya sahip
bebekler, bagimsiz oturma becerisini gelistiremezler. Yogun hipotoni, bebeklerin yatar
pozisyondayken "kurbaga bacak" durusu almasina ve bas kontroliiniin zayif veya hig
olmamasina neden olabilir. Diyaframin gorece saglam kalmasi, kaburgalar arasi kas
zayifliginin bir sonucu olarak "¢an sekilli" bir gogiis yapist ve "karin nefesi" adi verilen
paradoksal solunumla iliskilidir. Tip 1 SMA'da dil ve yutma gii¢siizliigii sik goriiliir,
ayrica dilde titreme (fasikiilasyon) belirtileri de yaygindir. Yiiz kaslarinin zayiflamasi
hastaligin ilerleyen donemlerinde ortaya ciksa da, baslangigta bu durum fark
edilmeyebilir. Dil ve yutak kaslarinin zayiflamasi, aspirasyon riskini ve gelisim geriligini
beraberinde getirir. Tip 1 SMA’11 bebeklerde, genellikle 2 yasina gelmeden 6nce solunum
yetmezIligi goriiliir (19-21). Siddetli kas zayifligina ragmen, Tip 1 SMA’l1 bebekler
genellikle biligsel acidan normaldir; teshis asamasinda dikkatli, uyanik ve canli bir

izlenim verirler.

2.2.2.SMATip 2

Tip 2 SMA’l ¢ocuklar, gelisim siireclerinde bir asamada bagimsiz oturabilme
yetenegi kazanirlar; ancak, bagimsiz yiiriime yetenegine sahip olamazlar. Bu orta diizey
SMA tiirti, genellikle bacaklarda, kollarla karsilastirildiginda daha fazla goriilen ilerleyici
proksimal zayiflikla karakterizedir. Muayene sirasinda hipotoni (kas tonusunun

distiklugii) ve arefleksi (refleks kaybi) gézlemlenir. Bu hasta grubunda sikg¢a goriilen ek



hastaliklar, kas zayifligina bagli olarak ortaya c¢ikan kemik ve eklem gelisimindeki
ortopedik sorunlarla ilgilidir; ilerleyici skolyoz, eklem kontraktiirleri ve g¢ene
eklemlerinde ankiloz gibi durumlar gelisebilir. Skolyoz ve interkostal kas zayifliginin bir
araya gelmesi, ciddi kisitlayici akciger hastaligina yol acabilir. Bu ¢ocuklarin biligsel

yetenekleri ise genellikle normaldir (22).

2.2.3. SMA Tip 3

Tip 3 SMA, Kugelberg-Welander hastaligi olarak bilinen bir formdur. Bu
hastaliga sahip bireyler, yasamlarinin belirli bir doneminde bagimsiz olarak yiirlime
yetenegi kazanabilirler. Tip 3 SMA’da, kollarla karsilastirildiginda bacaklarda daha
belirgin bir proksimal zayiflik gelisir. Zayifligin ilerlemesi, bazi durumlarda tekerlekli
sandalye kullanimini gerektirebilir. Tip 2 SMA’dan farkli olarak, bu bireyler skolyoz gibi
ek hastaliklardan genellikle etkilenmezler ve solunum kaslarindaki zayiflik nadirdir.
Ayrica, bu grup icinde bilissel islevler ve yasam beklentisi normal seviyelerde

kalmaktadir (23, 24).

2.24. SMATip 4

SMA'nin en hafif formu, tip 4 olarak siniflandirilan bireylerde gozlemlenmektedir.
Bu grup, SMA vakalarinin %5'inden daha azini1 temsil eder ve hastaligin en hafif seyrine
sahip olanlardir. Tip 4 SMA'ya sahip bireyler, yiiriiyebilme yetenegine sahiptir ve tip 3
ile benzerlikler tagimaktadir. Ancak, bu hastaligin baglangici genellikle yetigkinlik
dénemine, ¢cogunlukla 30 yas veya sonrasina denk gelmektedir; bununla birlikte, bazi

vakalarda ergenlik doneminde de ortaya ¢ikabilmektedir (21, 25).

2.2.5.SMATip0

Spinal miuskiiler atrofi tip 0, dogumdan hemen sonra ortaya ¢ikan, siddetli zayiflik
ve hipotoni ile birlikte azalmig fetal hareket 6ykiisii bulunan yenidoganlar i¢in kullanilan
bir tanimdir. Bu durumda, kas zayifliginin muhtemelen prenatal donemde basladig
diisiiniilmektedir. Muayene sirasinda tip 0 SMA'l bebeklerde arefleksi, yiiz diplegisi,
atriyal septal defektler ve eklem kontraktiirleri gibi bulgular gozlemlenebilir. Erken
donemde solunum yetmezIligi, bu bireyler i¢in onemli bir risk olusturmaktadir. Hayat
beklentisi genellikle kisalmis olup, bu bebeklerin ¢ogu 6 aydan fazla hayatta kalamaz. (13,
26).



2.3. SMN Proteini ve Gorevleri

Hayatta Kalma Motor Noronu (SMN), hayvanlar aleminin tiim hiicre tiplerinde
eksprese edilen c¢ok islevli bir proteindir. Insanlarda SMN'nin énemi, SMN1 genindeki
delesyon ya da mutasyonlarin, cocuklar ve bebeklerde en yaygin genetik hastalik olan
Spinal Miiskiiler Atrofiye (SMA) yol agtiginin anlasilmasiyla ortaya ¢ikmistir (2, 27).
Gen duplikasyonu ve inversiyon sonucu, insanlarda SMN geninin sentromerik bir
kopyast olan SMN2 de bulunmaktadir (27). SMNI, tam uzunlukta SMN proteini
kodlarken, SMN2 genellikle ekzon 7’nin atlanmasi sonucu kisaltilmis bir protein
izoformu (SMNA?7) iiretir. Bu sebeple SMN2, SMN1’in kaybini tam anlamiyla telafi
edemez (3, 28). SMNA7 daha az kararli olup yalnizca kismi islevsellik gosterse de (28-
30), bu izoformun asir1 eksprese edilmesi, yapilan ¢alismalarda hastalik siddetini azalttig

goriilmiistiir (31). SMN proteininin yapisina iliskin diyagram Sekil 2.2°de verilmistir.

Basic/
A Lysine-rich region udor Domain Proline-Rich YG Box
EEEN B v [
Gemin2 COPI  Sm proteins, FUS Profilin Gemin3, ZPR1
Coilin, EWS, FMRP SIN3A, TGSt
Nucleic acids Pol Il CTD Self-oligomerization
H3K79Me, Imgomn f
p53 Fibrillarin, GAR1
hnRNP Q, R, U

Diyagramda, SMN ile etkilesime giren proteinler ve SMN’in islevsel bolgeleri isaretlenmistir (32).

Sekil 2.2. SMN proteininin yapisina iliskin diyagram, eksonlarin numaralarini gésteren
renkli kutularla birlikte sunulmustur.

Insan SMN proteini, 294 amino asitten olusmakta olup N-terminalde Gemin2 ve
niikleik asit baglanma bdlgeleri, merkezi bir Tudor bdlgesi ve C-terminalde prolin
acisindan zengin YG bolgeleri gibi farkli alanlar1 barindirir. Bu alanlarda gézlenen
mutasyonlarin SMA ile iliskilendirilmis olmasi, proteinin yapisinin iglevselligi agisindan
bliylik 6nem tasidigin1 gostermektedir. SMN proteini, hem ¢ekirdek hem de sitoplazma
bolmelerinde bulunur. Ozellikle, SMN proteini ¢ekirdekteki Cajal cisimcikleri (CB) ile
bazi bilesenleri paylasan niikleer gemlerin olusumunda kritik bir rol iistlenmektedir
CB’ler, riboniikleoprotein (RNP) komplekslerinin depolanma ve olgunlasma merkezi
olarak islev gorir ve kiiciik niikleer RNP’ler (snRNP), kiiciik niikleolar RNP’ler
(snoRNP), CB’ye 06zgii RNP’ler (scaRNP) ile telomeraz RNP komplekslerini igerir.
SMN, CB'lerin karakteristik bilesenlerinden olan coilin proteiniyle etkilesime girer. Bu

etkilesim, WD40 domainine sahip olan ve SMN kompleksinin CB'lerde toplanmasina



katki saglayan WRAPS53 proteini tarafindan desteklenmektedir. SMN'in hiicresel
bdélmelerdeki dagilim yogunlugu hiicre tipine gore degisiklik gosterebilir. Sitoplazmada
ise SMN; sarkomerik Z diskleri, mikrotiibiiller, golgi ag1 ve sitoplazmik stres graniilleri
(SG) gibi yapilarda lokalize olmaktadir (32).

SMN1 ve SMNZ2 genlerinin alternatif ekleme (splicing) siire¢leri, hem normal hem
de oksidatif stres kosullarinda gesitli transkriptlerin iiretilmesine olanak tanimaktadir (33-
35).

Bu alternatif ekleme mekanizmalarindan biri, intron 3'lin tutulmasiyla olusan
aksonal-SMN (a-SMN) izoformunu kapsamaktadir; bu izoform, memeli beynindeki
gelisimsel siireglerde 6nemli bir rol oynamaktadir (33).

Akson bliylimesini tesvik etmekte olan a-SMN hiicre motilitesini artirmakta ve
kemokinlerin (CCL2, CCL7) ve insiilin benzeri biiyime faktori-1’in (IGF-1)
ekspresyonunu diizenlemektedir (36). Alpha-SMN transkriptleri, yetiskin dokularda
genellikle tespit edilmemektedir; bunun nedeni, bu transkriptlerin gereksiz mRNA
parcalarinin pargalanmasini saglayan sagma aracili bozunma (NMD) yolaklari tarafindan
degradasyona ugramasidir.

Bagka bir SMN proteini izoformu olan SMN6B, intron 6 iginde yer alan Alu
benzeri bir dizinin eksonlastirilmasi yoluyla elde edilmektedir (35). SMN6B splice
izoformu NMD'ye tabi olmasima ragmen, SMN6B proteinine iligkin ¢aligmalar, bu
proteinin SMNA7'ye kiyasla daha yiiksek bir stabilite sergiledigini gostermistir (35).
Bununla birlikte, SMN6B'in biyolojik islevleri ve ekson 5 ve/veya 3'lin atlanmasiyla
uiretilen diger SMN izoformlarinin fonksiyonlar1 hala belirsizligini korumaktadir.

SMN’nin SMA disinda diger patolojik durumlarda da rolii gdsterilmistir. Ornegin,
SMN’nin inkliizyon cisimcigi myoziti, amyotrofik lateral skleroz (ALS) ve osteoartrit ile
iliskili oldugu bildirilmistir (37-39). SMN’nin memeli testis gelisimi ve erkek
fertilitesinde rol oynadigina dair bulgular mevcuttur; testislerdeki SMN seviyeleri, SMN2
pre-mRNA’sinin splicing islemi sirasinda exon 7’nin baskin bir sekilde dahil edilmesi
nedeniyle diger organlar ve dokulara kiyasla oldukca yiiksektir (40, 41). SMN
seviyelerinin diismesi durumunda, erkek farelerde testis gelisiminde bozukluk, sperm
iiretiminde azalma ve fertilitede diisiikliik gdzlemlenmistir (42). Ilging bir sekilde,
osteoartrit kikirdaginda normal kikirdaga kiyasla anormal derecede yiiksek SMN
ekspresyonu kaydedilmistir (39). Ancak, osteoartrit kikirdagindaki yiiksek SMN
ekspresyonunun osteoartritin - bir nedeni mi yoksa sonucu mu oldugu heniiz

belirlenmemistir.



2.3.1. SMN2'nin SMA Uzerindeki Hastahk Modifiye Edici Etkisi

Insan genomunda SMN2 kopya sayisinin 0 ile 8 arasinda degiskenlik gosterdigi
bilinmektedir. Arastirmalar, SMN2 kopya sayisinin spinal miiskiiler atrofi (SMA) siddeti
ile ters bir iliski i¢inde oldugunu géstermektedir; hafif seyreden SMA vakalar1 daha fazla
SMN2 kopyasina sahipken, agir vakalarda kopya sayisi daha disiiktiir (2, 43, 44). SMN2
kopya sayisi, farklt SMA fenotipleri icin hem tedavi stratejilerinin hem de bakim
planlarinin belirlenmesinde 6nemli bir prognostik gosterge olarak kullanilmaktadir (45,
46). SMN2 kopya sayisindaki bu varyasyon ve hastalik siddeti ile olan iliskisi, onu tedavi
gelistirme agisindan dikkate deger bir hedef haline getirmektedir.

Zebra baligl, meyve sinegi ve fare gibi gesitli hayvan modelleri, insan SMN1
geninin tek bir ortologu olan Smn genine sahiptir (47, 48). Farelerde Smn geninin
eksikligi (mSmn), embriyonik dénemde oliime yol agmakta; ayrica bu genin belirli
hiicrelerde sartli olarak silinmesi, hiicre 6liimiinii tetiklemektedir (49, 50). SMN2 geninin
transgenik olarak fare genomuna eklenmesi, mSmn yetersizliginin neden oldugu
embriyonik 6liimiin &niine gegebilmektedir (51-53). 1ki SMN2 kopyasi embriyonik
6limi kismen engelleyebilmekte, ancak dogum sonrasi gézlenen spinal miiskiiler atrofi
(SMA) semptomlariin tamamen ortadan kalkmasini saglayamamaktadir (51, 52). Tek bir
Smn kopyasina sahip farelerde SMA semptomlar1 daha agir seyrederken, artan SMN2
kopya sayist SMA semptomlarini hafifletmektedir (52, 53). Ozellikle sekiz SMN2
kopyasina sahip fareler, fenotipik olarak saglikli kabul edilmektedir (52). Zebra
baliklarinda da benzer bir durum goézlenmis; Smn eksikligi olan bireylerde SMN2 geni
kopya sayis1 arttirildiginda embriyonik 6liim engellenmistir (54, 55). Bu bulgular
dogrultusunda, SMN2 kopya sayisinin SMA siddetinin belirleyici unsurlarindan biri
olarak kabul edildigi anlagilmaktadir.

Lefebvre ve ekibi, SMNI1 geninin kesfi {izerine yaptiklar1 ¢alismada, SMN2
eksikliginin kontrol grubundaki bireylerin %5’inde ve SMA hastalarmin %0’1nda
gbzlemlendigini rapor etmistir (2). Bugiine kadar, SMN1 ve SMN2 genlerinin 0
kopyasina sahip bireylerde SMA vakasina rastlanmamistir. SMA model farelerle yapilan
deneysel caligmalarda, Smn (-/-) eksikliginin embriyonik 6liimle sonuglandigi, ancak
insan SMN2 geninin eklenmesiyle embriyonun kurtarildigi gézlemlenmistir (51, 52). Bu
bulgular, SMN2 geninin SMA hastalarinin embriyonik doneminde bir miktar fonksiyonel
SMN proteini iiretebilecegini ve boylece embriyonik veya fetal 6liimii engelleyebilecegini

gostermektedir. SMN1 ve SMN2 genlerinin tirettigi proteinler Sekil 2.3’de verilmistir.
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Sekil 2.3. SMN1 ve SMNZ2 genlerinin yani sira bu genlerden tiireyen 6nciil mRNA'larin
(pre-mRNA) sematik gosterimi (56).

(e

SMA hastalarinda, her iki SMNI kopyasinda ya silinme ya da mutasyonlar
olusmustur. SMN2 geni ifade edilmesine ragmen, ¢ogunlukla SMN2’den iiretilen onciil
mRNA ekzon 7’yi icermez; bu durum ekzon 7'nin 6. pozisyonundaki C'den T'ye gegis
nedeniyle ortaya ¢ikar. Bu eksiklik, iiretilen kisaltilmis SMN proteininin kararsiz ve
islevsiz olmasia yol agmaktadir. Bununla birlikte, SMN2 6nciil mRNA'sindan elde
edilen az miktarda tam uzunlukta mRNA ekzon 7'yi igerdigi i¢in, bu tam uzunlukta SMN
proteini islev gorebilmektedir (56).

Alternatif Ekson Dizilimi Mekanizmasi

SMN2 varligi, SMA hastalarinda SMN1 eksikligini tam olarak telafi
edememektedir. Her ne kadar SMN2'deki C’den T’ye gecis esanlamli bir mutasyon olsa
da, bu SMNI1 ve SMN2'nin ayn1 sekilde islev gordiigii anlamina gelmez.

SMN1, tam uzunlukta mRNA transkriptleri iiretirken, SMN2 genellikle ekzon 7’yi
icermeyen mRNA {iretir. SMN2'deki C’den T’ye gecis (veya pre-mRNA’daki C’den
U’ya gecis), ekzon 7’nin alternatif bir sekilde dislanmasini engelleyerek, ekzonun tam
olarak dahil edilmemesine yol agar. SMN2’nin ana {riinii, ekzon 7’yl igermeyen
kisaltilmig bir mRNA’dir (A7-SMN2 mRNA) ve ikincil iiriinii ise tam uzunlukta SMN2
mRNA’sidir. Boylece, SMN2’nin ana protein iiriinii eksik SMN iken, ikincil protein
tirtinii tam uzunlukta SMN proteini olmaktadir.

SMA hastalarina ait kan verileri dogrultusunda yapilan hesaplamalara gore (57,
58), SMN2 geni, iirettiZi mRNA'nin yaklasik %80 ile %90’mn1 A7-SMN mRNA's1
seklinde, geri kalan %10 ile %20’sini ise tam uzunlukta SMN mRNA's1t olarak
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sunmaktadir. SMN2, yeterli miktarda tam uzunlukta SMN mRNA's1 liretiminde yetersiz
kaldigindan, bu durum tam uzunlukta SMN protein seviyelerinin de diisiik olmasina yol
a¢gmaktadir. Bununla birlikte, A7-SMN proteini protein diizeyinde kararsiz ve neredeyse
tespit edilemeyecek diizeyde bulunmaktadir (28, 30). Ayrica, SMN2 transkriptinin kesim
stirecini diizenleyen bir geri besleme dongiisii mevcuttur; tam uzunlukta SMN proteininin
diisiik seviyeleri, SMN2 ekzon 7’nin atlanmasini artirarak, tam uzunlukta SMN
proteininin daha da azalmasina sebep olabilir (59). Bu nedenle, SMA hastalarinda SMN1
geninin eksikligini tamamen telafi edecek bir SMN2 varlig1 saglanamamaktadir. Ancak,
SMN?2 kopya sayisindaki bir artis, daha fazla tam uzunlukta SMN proteini iiretilmesine
katki saglayarak SMA fenotipinin iyilesmesine olanak taniyabilir. Bu durum Sekil 2.4°de

verilmistir.

SMN1
&% o FL-SMN1 mRNA
16l C7 [l 8 | mp[1-6[C7][ 8 |
Genomic DNA A7-SMN2 mRNA
and mRNAs il ESEl

- . . ‘
LSS S ey

FL-SMN2 mRNA

FL-SMN1 mRNA FL-SMN
FL-SUN2ZmRNA  _ g " Gligomer
n 2 formation
_ Og® +)
Proteins

A7-SMN2 mRNA

6[8] m:

Sekil 2.4. SMN genlerinin alternatif splicing’i ve bu genlerden tiiretilen protein triinleri (28).

A7-SMN

Oligomer
formation

(=)

SMN2 mRNA'sinin ekzon 7'yi icermesi durumunda (tam uzunlukta FL-SMNZ2
mRNA), islevsel bir tam uzunlukta SMN proteini (FL-SMN) sentezlenir. Ekzon 7’nin
SMN2 mRNA'sindan diglanmasi halinde ise (A7-SMN2 mRNA), kisaltilmig bir SMN
proteini (A7-SMN) ortaya cikar. A7-SMN proteini, oligomer olusum yeteneginin
olmamasi (6z-oligomerizasyon eksikligi) nedeniyle kararsizdir ve dolayisiyla neredeyse

islevsel degildir (60).
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2.4. SMA Hastaligimin Tedavi Yaklasimlar

SMA, tek gen mutasyonuna bagli bir ndromiiskiiler hastalik olmasina ragmen,
fenotipik yelpazesi oldukg¢a karmasiktir ve siklikla sistemik bir hastalik olarak kabul
edilmektedir (62). Bu dogrultuda, SMA hastalarinin y6netimi solunum, beslenme,
gastroenterolojik, ortopedik ve psikososyal sorunlarin ¢ok disiplinli bir yaklagimla ele
alimmasini gerektirir. SMA’daki bakim standartlarina iligkin ilk kapsamli tedavi onerileri,
2007 yilinda yaymmlanan bir konsensiis raporunda sunulmustur (63). Ancak bu
standartlarin uygulanmasi, kiiltiirel yaklasimlar, sosyoekonomik durum ve bolgesel
kaynaklarin ulasilabilirligi gibi ¢esitli etkenlerden dolayr onemli o6l¢iide farklilik
gosterebilmektedir (64). Son on yilda bakim hizmetlerinde kaydedilen ilerlemeler ve
yenilikler dogrultusunda, SMA tanis1 ve hasta bakimina yonelik giincellenmis Onerileri
igeren bir rehber yakin zamanda yayimlanmistir (65, 66).

Spinal Muskiiler Atrofi (SMA) hastaliginda hastalik siddeti, hastanin tasidig
SMNZ2 kopya sayisina bagli olarak degisiklik gostermektedir (6). SMA tip 0/1, yalnizca
bir SMN2 kopyasina sahip olan en sik goriilen form olup, tedavi edilmediginde bu
hastalarda desteksiz oturma yetisi gelismemekte ve yasam siiresi yaklasik 2 yil ile sinirli
kalmaktadir. Tasinan SMN2 kopya sayisinin artmast ile birlikte hastaligin siddeti
azalarak tip 4 seviyesine kadar ilerler; tip 4, genellikle erken yetiskinlik doneminde klinik
belirtilerin ortaya ¢ikmasi ve tipik olarak normal bir yasam siiresi ile karakterizedir.
Ancak, bu hastaligin dogal seyri, hastalarin biliylik cogunlugunun en az bir hastalik
modifiye edici tedavi alacak olmasi nedeniyle muhtemelen gecerliligini yitirecektir.
Nadir gortilen bir monogenetik nérodejeneratif hastalik 6rnegi olarak SMA arastirmalart,
SMN iiretimini artirmak amaciyla gelistirilen {i¢ tedavinin onayi ile gen-hedefli tedavide
oncii olmustur. SMA tedavisindeki bu dontisiime ragmen, bu yeni tedavilerin heniiz kesin
bir tedavi olmadigi anlasilmistir (1).

Giincel tedavi yaklasimlari, SMN2 splicing’ini diizenlemeye, SMNI1 geninin
yerine gegmeye veya kas biiylimesini artirmaya yonelik tedaviler olarak ii¢ ana grupta

siiflandirilabilir.

2.4.1. SMIN2'nin Splicing Modifikasyonu

Nusinersen

SMA, 5gq kromozomundaki SMN1 geninde meydana gelen mutasyonlar
sonucunda ortaya ¢ikan bir hastaliktir (67), ancak insanlarda SMN1’e ek olarak SMN2
ad1 verilen bagka bir SMN geni daha bulunmaktadir. SMN1 ve SMN2 genlerinin kodlama
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dizilerinde yalnizca tek bir niikleotid farkliligi mevcuttur. SMN2 tarafindan iretilen
protein miktarr, SMNZ1'in Girettigi proteine gore daha az olsa da, bu diisiikk miktar SMA nin
siddetini SMN2 kopya sayisina bagli olarak hafifletecek diizeydedir (61, 68). Bu nedenle,
SMN2 geni, SMN protein iiretimini artirmak amaciyla antisens oligoniikleotitler
(ASO’lar) gibi terapotik tedavilerin hedefi olarak segilmistir (61, 68).

Klinik denemeler sonucunda, ABD Gida ve ilag¢ Dairesi'nin (FDA) nusinersen’i,
SMA’nin hastalik seyrini degistiren ilk tedavi ajam1 olarak onaylamasi i¢in gereken
bilimsel kanitlar1 sunmustur. Aralik 2016’da FDA, nusinersen’in tiim SMA tiplerinde
kullanimina onay vermistir (67, 69). Nusinersen, SMN2 genini hedefleyen bir antisens
oligoniikleotit (ASO) olarak gelistirilmistir (69). SMA tedavisinde kullanilan antisens
oligoniikleotitler, pre-mRNA'ya baglandiklarinda splicing siirecini bloke ederek islev
gosterir (70). Bu mekanizma, SMN1 ve SMN2 arasindaki temel farki olusturan ekzon
7’nin mRNA’ya dahil edilmesini saglayarak daha fazla tam uzunlukta SMN proteini
tiretimine olanak tanir (69, 70).

Nusinersen, antisens oligoniikleotitlerin (ASO) kan-beyin bariyerini gegememesi
nedeniyle dogrudan serebrospinal siviya (CSF) uygulanmaktadir. Nusinersen ig¢in
Onerilen doz, hasta boyutundan bagimsiz olarak 12 mg (5 mL) renksiz ¢ozeltinin
intratekal yolla uygulanmasidir (67). Genellikle intratekal uygulama lomber ponksiyon
yoluyla gerceklestirilse de, bu yontemin uygun olmadigi durumlarda (6rnegin, ciddi
skolyoz varliginda) yiiksek servikal veya intraventrikiiler uygulama alternatif olarak
onerilmektedir. Ilacin etkili oldugu bolgeye optimal ulasimi saglamak amaciyla
nusinersen intratekal olarak uygulanmaktadir (70, 71). Antisens oligoniikleotitler kan-
beyin bariyerini yeterince gegemedigi i¢in, sistemik yolla uygulandiginda merkezi sinir
sisteminde terapotik konsantrasyona ulagmak i¢in yaklasik 100 kat daha yiiksek doz
gerekecektir. Hastanin tam olarak yiiklenmesi i¢in toplam dort yilikleme dozu
uygulanmalidir. Ilk ii¢ yiikleme dozu 14 giinliik araliklarla verilir. Son yiikleme dozu ise
tigiincii dozdan 30 giin sonra uygulanmalidir (67).

Risdiplam

SMN2’nin splicing siirecini degistirerek fonksiyonel SMN proteini miktarini
artirmay1 hedefleyen bir diger yaklasim, RG7916 (risdiplam) ve LMIO70 (branaplam)
gibi kiigiik molekiiller ile saglanmaktadir. Bu bilesikler agiz yoluyla alinmakta, kan-beyin
bariyerini gegebilmekte ve tam uzunlukta SMN proteini tiretimini artirdig1 gosterilmistir
(72). Risdiplam, oral yolla uygulanir. Bu tedavi yonteminde amag fonksiyonel SMN
proteini Uretimini arttirmaktir. Bu ilag, Sagkalim Motor Noéron 2 (SMN2) pre-
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mRNA’sinin splicing siirecini diizenleyerek, ekzon 7°nin olgun mRNA’ya dahil
edilmesini destekler. Bu mekanizma, SMN proteini seviyelerini artirarak motor
noronlarin islevselligini ve hayatta kalma oranimi iyilestirmeye katkida bulunur (73).
Risdiplam, en hafif form olan SMA tip 3’den en agir form olan SMA tip 1'e kadar genis
bir hasta yelpazesi igin tedavi onay1 almistir (74). Giinliik oral doz seklinde uygulanmasi,

invaziv prosediir gerektirmemesi tedavinin avantajlarindandir (75).

2.5. SMIN1 Geni Replasman Tedavisi

SMA'nin gen tedavisi, dogrudan islev bozuklugu gosteren SMNI1 genini
hedefleyen en ileri diizey tibbi yaklasimdir. Fare modellerinde vahsi tip SMN geninin
saglam bir kopyasmi1 Adeno-Iliskili Viral serotip 9 (AAV9) vektorii ile tasiyan ¢alismalar,
bu yapinin kan-beyin bariyerini gegebildigini ve tedavi edilen SMA farelerinde yasam
sliresini uzattigini gostermistir (76-78).

Zolgensma (onasemnogene abeparvovec-xioi), gen terapisi aracilifiyla motor
néron hiicrelerine islevsel SMN geni tasir ve bu yolla SMN protein sentezinin
artirlmasin1  hedefler. Bu tedavi sayesinde hiicreler, motor ndronlarin sagligini
destekleyen ve temel kas fonksiyonlarinin korunmasina yardimei olan SMN proteini
tiretebilir. Zolgensma, SMA hastaliginin ilerleyisini durdurmak amaciyla gelistirilmistir.
Siirekli etki saglamak iizere tasarlanmis olan bu tedavi, adeno-iligkili viriis 9 (AAV9) adi
verilen bir vektor ile hiicrelere iletilir. Genellikle 4 aylik SMA hastasi ¢ocuklarda tek doz

uygulanmasi Onerilmektedir (79).

2.6. SH-SY5Y Hiicre Hattinin Ozellikleri

SH-SYS5Y hiicre hatti, sinir hiicresi biyolojisi arastirmalarinda yaygin olarak
kullanilan bir insan hiicre hattidir. Bu hiicre hatti, 1970'lerde, néroblastoma (Sinir kristasi
kokenli bir tiimor) teshisi konmus 4 yasindaki bir kiz cocugunun metastatik kemik iligi
biyopsisinden elde edilen SK-N-SH hiicre hattinin ii¢ kez klonlanmuisg bir alt hattidir (80).
SK-N-SH hiicre hatti, noroblast benzeri (N-tipi) ve epitel benzeri (S-tipi) olmak iizere iki
farkli hiicre tipi igerir; bu hiicreler arasinda doniisiim gergeklesebilir (81).

Kiiltiirde SH-SYSY hiicreleri siirekli cogalma yetenegine sahiptir ve ¢ogunlukla
yapigskan noroblast benzeri hiicrelerden olusur. Bununla birlikte, hiicre popiilasyonu az
miktarda epitel benzeri hiicre de icerir. SH-SYSY noroblast benzeri hiicreler, kisa
uzantilara sahip ¢okgen hiicre govdeleri sergiler ve tirozin hidroksilaz (TH) ile dopamin-

B-hidroksilaz enzim aktivitelerini gosterir. Bu 6zellikler, hiicrelerin sempatik adrenerjik
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gangliyon kokenine isaret eder (80, 81, 83). Ancak, bu hiicreler tam olarak olgun
ndronlarin morfolojik, biyokimyasal ve fonksiyonel 6zelliklerini tagimamaktadir.

SH-SY5Y hiicreleri ayrica, immatiir noronal belirtegler olan nestin ve ID ailesinin
(DNA-baglayic1 protein inhibitor ailesi) ID1, ID2, ID3 gibi transkripsiyonel
diizenleyicilerini ifade eder (84). Asetilkolin ve potasyuma yanit olarak uyarilabilirlik
gosterirler; ancak, farklilasmamis SH-SYSY hiicreleri, primer ndron kiiltiirleri ve diger
katekolaminerjik hiicre hatlarina kiyasla NMDA reseptor duyarliligina diisiik yanit verir
(85, 86). Bu ozelliklerinden dolay1, farklilasmamis SH-SY5Y hiicreleri nérotoksisite veya
norogelisimsel toksisite ¢caligmalari i¢in her zaman en uygun model olmayabilir. Ancak,
farklilastirilmis SH-SYSY hiicreleri, sinir sistemi tizerinde norotoksinlerin etkilerini
incelemek i¢in iyi bir model saglayabilir (86).

SH-SY5Y hiicre hatti, noroblastoma kdkenli bir insan hiicre hatt1 olup, sinir
sistemi hastaliklariin patofizyolojisini anlamak, hastalik mekanizmalarini incelemek ve
potansiyel tedavi yaklasimlarini test etmek amaciyla siklikla kullanilan bir model
sistemdir. SMA (Spinal Muskiiler Atrofi) gibi norolojik hastaliklar iizerine yapilan
arastirmalarda bu hiicre hatti, SMN (Survival Motor Neuron) proteini seviyelerini
artirmaya yonelik tedavi stratejilerini degerlendirmede Onemli bir ara¢ olarak
kullanilmaktadir. SMN proteininin eksikligi, motor ndronlarin dejenerasyonuna yol
acarak SMA hastaliginda goriilen kas giicsiizliigii ve motor fonksiyon kaybina sebep
olmaktadir. Bu baglamda, SH-SY5Y hiicreleri, SMN proteini eksikligine bagli olarak
gelisen sinir hiicre kaybin1 modellemekte kullanilabilecek uygun bir hiicre hatt1 olarak
one ¢cikmaktadir (2).

SH-SYSY hiicre hatti, 6zellikle motor néron dejenerasyonu ve noroprotektif
stratejiler tizerinde yapilan ¢alismalarda potansiyel terapotik molekiillerin etkinligini test
etmek icin elverisli bir model saglamaktadir. Bu hiicre hattinin genetik manipiilasyon
yoluyla SMN eksikligi modeline doniistiiriilmesi veya SMN protein seviyelerinin kasitl
olarak azaltilmasi, SMA hastaliginin hiicresel diizeydeki etkilerini detayli bir sekilde
incelemek i¢in Onemli bir platform sunmaktadir. Bu tiir modeller, SMN protein
seviyelerini artirmay1 hedefleyen gen terapisi yaklasimlarinin ve farmakolojik ajanlarin

etkinligini degerlendirmeye yonelik temel arastirmalarda kullanilmaktadir (87).

2.7. Tezin Amaci

Spinal miiskiiler atrofi (SMA), omurilikteki alfa motor néronlarin dejenerasyonu

ile karakterize, ilerleyici proksimal kas gii¢siizliigii ve felg ile sonuglanan otozomal
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resesif gecisli bir ndromiiskiiler hastaliktir. Bu hastaliga SMN1 genini defekt olmasi ya
da yoklugu yol agar. SMN1 geni SMA olusumuna yol agarken, SMN2 geni ise hastaligin
siddetini ve seyrini belirler. Bu hastaliga, hayatta kalma motor néron 1 (SMNI1) geninin
homozigot mutasyonlari neden olur ve tani testi ¢ogu hastada SMN1 geninin homozigot
silinmesini gosterir, genellikle SMN1 ekson 7'min yoklugunu gosterir. Bu sebepler goz
Ontine alindigindan hastaligin asil tedavisinin tamamiyla SMN1 ve SMN2 proteinlerinin
islevleri tizerine oldugu ag¢ikg¢a goriilmektedir. SMN1 proteininin yeterli ve saglam bir
sekilde iiretilmesi durumunda bu hastalik baskilanabilmektedir. Giinlimiiz de diyet,
solunum destegi gibi tedavilerin yetersiz kalmasindan dolay1 molekiiler tedavi teknikleri,
gen replasmani ve farmakolojik yaklagimlar ile SMA hastaligina kesin bir ¢oziim
sunmaya calisan tedaviler denenmeye baslanmaistir.

Tez ¢aligmasinda, SMN proteini sentezleyen SMNI1 geni ve hiicreye alimim
kolaylastirict PEP1 peptid dizisi, prokaryotik ekspresyon vektorii kullanilarak bir fiizyon
protein olarak iiretilecektir. Uretilen proteinin in vitro ortamda hiicre membranindan
gecisi analiz edilerek, SMA hastalig1 i¢in potansiyel bir tedavi ajan1 aday1 olusturulmasi
hedeflenmistir.

Tez ¢alismas1 kapsaminda gergeklestirilen arastirmalar Sekil 2.5°de verilmistir. Tk
basamakta, klonlama ¢alismalar1 yapildi. Bu amag¢ dogrultusunda;

*  SMN1 geni pET-28a vektoriine klonlandi.

»  Pepl sinyal peptid dizisi, SMN1-pET-28a vektorii i¢erisine, SMN1’in dniine

gelecek sekilde klonlandi.

Ikinci asamada, PEP1-SMNL1 fiizyon proteininin sentezi ve elde edilen proteinin
saflastirilmasina yonelik deneyler gerceklestirilmistir. Bu hedef dogrultusunda, asagida
siralanan ¢alismalar uygulanmistir.

+ PEP1-SMNI klonu, protein ekspresyonu amaciyla BL21(DE3) codon plus

bakteriyel hiicresine aktarildi.

» BL21(DE3) codon plus hiicresinde yer alan PEP1-SMN1-pET-28a klonu,

IPTG indiiksiyonu ile protein iiretimi i¢in aktive edildi.

»  Bakteriyel hiicreler lizise ugratilarak, tiim protein lizat formunda izole edildi.

«  Uretilen PEP1-SMN proteini, His-Tag saflastirma yontemi ile ayristirilds.

«  Saflastirilan proteinin istenmeyen kii¢iik molekiillerden arindirilmasi amaciyla

diyaliz islemi uygulanda.

»  Elde edilen saflagtirilmis proteinin dogrulamasi, SDS-PAGE ve Western blot

analizleri kullanilarak gerceklestirildi.
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Uciincii basamakta, saflastirilan proteinin in vitro aktivitesi belirlendi.

»  SH-SYS5Y hiicrelerine saflastirilmis proteinden farkli dozlarda uyguland: ve

membrandan gegisi i¢in uygun doz kontrolii yapildi.

»  Protein uygulanan hiicreler Western Blot analizi ile dogrulandu.

Tez is akis semasi Sekil 2.5°te verilmistir.

SPINAL MUSKULER ATROFI TEDAVISINDE KULLANILMA POTANSIYELINE
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v

~N
SMN1 GEN TRANSFERI
CALISMALARI
V4
P
SMN1-Pet-28a
Klonunun
Olusturulmasi
=4
.

PEP1-SMN1-Pet-28a
Klonunun
Olusturulmasi

v

MODIFIYE
REKOMBINANT
PROTEIN URETILMESI
ve SAFLASTIRILMASI

e

£3

&

PEP1-SMN1 Fuzyon
proteininin Uretilmesi

S
PEP1-SMN1 Fuzyon
Proteininin
Saflastiniimasi ve
Dogrulanmasi
S/

Kromatografi

SDS Page Analizi

Western Blot Analizi

20 N\

iN VITRO CALISMALAR

b /4

SH-SYSY Hucrelerine
SMN1 Proteininin
Uygulanmasi

i SH-SYSY Hucre Hattina
Saflagtirilan SMN1
Proteininin
Uygulanmasi

AN

[ SDS Page Analizi ‘]

L Western Blot analizi }

Sekil 2.5. Tez is akis semast



3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Cihazlar ve Kimyasallar

Deney siireci boyunca ¢esitli cihazlar, kitler ve soliisyonlar kullanilmistir. Deneyin

dogrulugunu ve giivenilirligini saglamak amaciyla cihazlarin diizenli kalibrasyon ve

bakimlar1 gerceklestirilmistir. Kullanilan cihazlar ve bunlarin markalar1 Tablo 3.1°de

sunulmustur.

Tablo 3.1. Deneyde kullanilan cihazlar

Cihazlar Marka

Hassas terazi Ohaus Pioneer
Elektronik terazi Ohaus Scout
Vorteks Dlab
Mikrosantrifiij Sigma

Sogutmali Sanrifiij Cihazi Niive- NF 800R
pH olger Mettler Toledo
Agaroz Jel elektroforez Ekipmanlari BIORAD, VWR
Gii¢ kaynaklar VWR

Jel Goriintiileme Cihazi G:BOX Syngene
Inkiibator Niive

- 80 °C Buz Dolab1 Thermo Scientific
Distile Deiyonize Su Unitesi Millipore
Otoklav Niive

- 20 °C Buzdolab Ugur-Argelik
Nanodrop DeNovix
Mikrodalga firin Vestel

UltraSaf Su Cihaz1 Shimadzu

Is1 Blogu Thermo Scientific
Inkiibator Memmert

Su banyosu Niive

Buz makinesi [zmak
Calkalamali inkiibator DAIHAN Scientific

Sogutmal1 santrifiij

Niive NF-800R

Sonikasyon cihazi

Bandelin Sonopuls

Pipetler Thermo Scientific
Mikroskop JuLIBr NanoEntek
Roller DLAB MX-T6-S
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3.1.2. Deneyde Kullamlan Kimyasallar ve Kitler

Deney siiresince kullanilan kimyasal malzemeler analitik saflikta olup risk

faktorleri dikkate almmistir. Kimsayasallar uygun ve steril kosullarda muhafaza

edilmistir. Calismamizda kullanilan tiim kimyasallar Tablo 3.2’de verilmistir. Ayrica,

calisma kapsaminda hazirlanan tiim sulu ¢ozeltiler ultra saf su kullanilarak hazirlanmistir.

Kitler protokole uygun olarak kullanilmigtir.

Tablo 3.2. Kimyasal listesi

Kimyasallar Firma

Agaroz Fisher Scientific
FBS Gibco
Tripsin-EDTA Cabricorn
DMSO tific Fisher Scientific
Pen/Strep Gibco

PBS BioShop
Trypan Blue Bl

DMEM (Low Glukoz Sigma

DMEM (High Glukoz) Multicell
Proteinaz K Qiagene

EtBr Sigma

EDTA Panreac Applichem
HCI IsoLab

NaOH Panreac Applichem
Etil Alkol Sigma

1 kb DNA marker Termo
L-Glutamin Gibco

Tris base Sigma

Glacial acetic acid Sigma

NaCl Panreac

Triton X Panreac

Tween 20 Sigma

SDS Panreac
Imizdazole Panreac

Urea Sigma

Goat Anti-rabbit antikor Bioassay Technology
Milk Powder Serva

Lizozim Biofroxx
Protein Marker Thermo
Kanamisin Siilfat Panreac
Glycerol Panreac

Nikel Reginesi GenScript

ECL Eco-Tech

IPTG Roth
Beta-Mercaptoethanol Panreac

Temed Panreac

BamHI Thermo
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Sall Thermo

Etanol Sigma
PMSF Panreac
LB broth Panreac

Tablo 3.3. Kit LISTESI

Kit Ad1 Marka
MiniPREP Kit GenelET
Diyaliz Kiti Sigma

3.1.3. Deneyde Kullanilan Vektorler

PEP1-SMNI1 proteini tasarlandi. Gen sentezi islemi SUGENOMICS
Biotechnology firmasi tarafindan yapildi. Sekil 3.1. de tasarlanan terépotik rekombinant

PEP1-SMNI1 proteini verilmisir. Sekil 3.2’de proteinin klonlanmis hali verilmistir.

[ PEP1-2Ala- -2Ala- ]

Sekil 3.1. Tasarlanan rekombinant terapotik PEP1-SMNL1 protein yapisi

PET28a-20231220-gene
6099 bp

Sekil 3.2. Pet28a vektoriine klonlanan PEP1-SMN1-pet28a rekombinant protein

SMNI1 geni, rekombinant protein iiretimi icin PET28a vektoriine klonlanmustir.
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Bu klonlama, BamH1 ve Sall restriksiyon enzimleri kullanilarak gergeklestirilmistir. Bu
enzimler, vektordeki ¢oklu klonlama bdlgesindeki uyumlu kesim bdlgelerine denk
gelmekte ve genin vektore spesifik ve verimli bir sekilde eklenmesini saglamaktadir.
Klonlama siireci, SMN proteininin yiiksek verimli ekspresyonunu ve saflastirilmasini
hedeflemistir.

Bu calismada, hedef genin yiiksek verimli ekspresyonunu saglamak amaciyla
pET28a vektorii kullanilmistir. pET28a, E. coli gibi prokaryotik sistemlerde rekombinant
protein iiretimi i¢in uygun bir ekspresyon vektoriidiir. Vektérde bulunan T7 promotorii,
T7 RNA polimeraz tarafindan taninarak transkripsiyonu baglatir ve bu sayede yiiksek
miktarda protein sentezi gergeklestirilir.

Promotdrden sonra yer alan ribozom baglanma boélgesi (RBS), mRNA'nin
ribozomlar tarafindan tanmmasmi saglayarak translasyonun etkin bir sekilde
baslatilmasin1 destekler. Bu yapi, hedef genin verimli bir sekilde eksprese edilmesine

olanak tanir. Sekil 3.3’te rekombinant proteinin DNA sekans gosterimi verilmistir.

GATCTCOATCCCGCOAAATTAATACGACTCACTATAGGOGAATTOTOAGCGOATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACCATOGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGEAGCGOCCTOOTOCCHCOCOOC

TR ICT AL OGO TT TAATTATOCTOAOTOATATE L TTARGACTCACETATT S TTANSBI0AGATETTTAT AAACAATTEAATTETTCOTETATATEATAL CEATCOTEAOTASTAOTASTAOTARTATCOTEECOOACEACHIESCAECO
B ) s
T rmete [ — [T — -

thrombin site

BamH1

AGCCATATGOCTAGCATGACTOOTGACAGCAAATGOBTCOCGOATCE TGOTGOAGACTTOOTGOACCOAAT TTATGOCOA TTCCGGTOOTOOTOTTCCAGAGCAAGAAS

TCOBTATACCGATCOTACTOACCACCTOTCATTTACCCAGCOCCTAGGTTTCTCTEOACCACCCTCTOAACCACCTOOCTTACCTCO0TCAGTTTCTTCTTTOCATTCCAATACCACTACTCATCOCCOCCAAGBCCACCACCACAAGBCCTCOTTCTTC

1 s 10 1 5 10 15 2 2s 2 3s
MM A S M T G G QG M G R G S K E T WWE T W W T E WS G P K K K R KV M A NS S GG S GGG vV P E QE
thrombin site
130
K K R K VM A NS S GG S GGGV P EQCE
SV40 NLS 2

ATTCTGTTCTETTCCOTCOCOOTACCEECCAGTCCEACGACTCTEACATTTGGGATGATACCECACTOATTAAAGCCTAT TGCATCCTT T GATATTTGCGAGACTTCTEGCAAACCOAAAACCACTEE

TAAGACAAGACAAGGCAGCGCCATOGCCAOTCAGGCTGCTOAGACTGTAAACCCTACTATGOCOTOACTAATTTCOOATACTGTTTCOCCAACGTAGBAAGTTTOTGCOCOACTTCTTGCCACTATAAACGCTCTOAAGACCATTTOGCTTTTGGTOAGS

P S a5 50 s 55 50 " 65 2 " 75 20 " 85 L . %

D8 v L F & & @ T 6 G 6 00 & 0 1 WO D T A LI KA YD X AV AS XK N ALXNGD 1t &7 8 X & & T .1 ¢
20231

DS VLPRRGTG QS ODSOTIWDOODTALTENKSA ATYDEKAYVASTETEKH A ALTEKHNTSGRD T CETSGKEPKTTFP

Tt T6CEGCTTCCCT GAGTCCCAGGTAAGCACT, TeceseTCT T T TCTGCTCOATG6

TTTTGCATTTGGCCEGTTCTTCTTOTTTAGAGTCTTCTTCTTGTGACGCCEAAGGBACGTCOTTTTGCTCTTGCTCAGGETCCATTCOTOACTECTCTCOCTCTTGAGGOCEAGAGECCCETTGTTTAGBCTGTTGTAGTTTGGTTTTAGACGAGGTACE

AAGTCCTTTCTO0CACEOCECCACCOATOECARBTCEAEOT ; ToARAT TOCTOTECTOTTO06TOCCACCOTTTECATCTO0TECOCCOATEATEE
™ TescescaaTosc TTCO0TCCOOACTTTARGTTACCAGSLOSTAOTOST0C00 sacer TAGTAGS
150 s w o e s w 150 o ifhe
CACCOCCACCaEEOATET6CCCaOATAGECTAOATOAT6CAGACOCG0TEO0TTCCATGETEATCTCTTGOTATATGTCC00CTATCATACCOOTTATTACATOA0CTTCCOTCAGAACCAGAAGOARGETCOETACTCCEACTETCTORACTEAGTCOA
+ + + + + + + + + + + + + + + + 520
TOSCO0T0CE0CTAGACEGOCCTATCEOACCTACTACGTET Acocr. TAT TAGTATO0CCAATAATOTACCCOARGOCAGTCTTGOTCTTCCTTCCAGCOACOAGBOTAGAGACTTSACTCAGET
200 205 210 s " 220 228 20 . 25 . " 240 245 .
» P P P P 1I' C P D 8 L D D A DA L G S N LI S W Y N 8§ GY N T G Y Y W G F R QN8 Q@ K & G R C S ¥ s L N B

PP P PP ILC P OS L DDODADGALS GSMNLIT S WY MHE GY HTGY Y NG ERQHQKEGRCS HS L NGB

CAAGCTTOCAECCOCACTCOAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCOOCTACTAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTOAGTTBBCTGCTECCACCOCTOAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGOGGCCTCTAAACGGOTCTTOAGEGGTTTTTTGCTGAAA

6080
GTTCGAACGCCEGCOTOAGCTCOTGETGETEATGETEOTOACTCTAGGCCOACGATTGTTTCOBGCTTTCCTTCOACTCAACCOACEACGGTGGCOACTCETTATTGATCOTATTGEGGAACCCCOOAGATTTGCCCAGAACTCCCCAARAAACGACTTT

1 s
W W W R W@
> 7 terminator

Sekil 3.3. SMNL1 proteininin tiretimini saglayan DNA sekansinin detayli gosterimi.

N-terminalinde bulunan 6X His etiketi, rekombinant proteinin saflastirilmasini
kolaylastiran bir elementtir. His etiketi, nikel afinite kromatografisi gibi yontemlerle

proteinin saflastirilmasini saglar. Bunun yani sira, proteinin saflastirma sonrasinda
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etiketli kismini kesmek amaciyla bir thrombin kesim bolgesi eklenmistir. Bu diizenleme,
proteinin dogal formunun korunarak izole edilmesine yardimci olur.

Transkripsiyon, T7 terminator ile sonlandirilir. Bu terminatér, mRNA sentezinin
dogru uzunlukta olmasini ve mRNA'nin stabil kalmasini saglar. Ayrica, vektorde bulunan
kanamisin diren¢ geni, genetik seleksiyon i¢in kullanilarak vektor tagiyan hiicrelerin

se¢ilmesini miimkiin kilar.
3.2. Metot

3.2.1. Laboratuvar Ortamnin Sterilizasyonu

Deney oOncesinde, tezgahlar, laboratuvar masalari, kullanilan cihazlar ve tim
yiizeyler %70 etanol veya uygun bir dezenfektan ile silinerek temizlendi. Kontaminasyon
riski ortadan kaldirildi. Deney sirasinda kullanilacak olan mikropipetler, cam esyalar ve
diger ekipmanlar, kullanimdan 6nce sterilize edildi.

Laboratuvar ortami yeterli diizeyde havalandirildi steril galisma kabinlerde HEPA
filtreli hava temizleyiciler kullanilarak havadaki partikiiller ve mikroorganizmalarin
azaltilmasi saglandi. Deney baslamadan dnce UV lambasi agilarak ortam havasindaki ve
yiizeylerdeki mikroorganizma miktar1 azaltildi. Bu islem, laboratuvarin bos oldugu bir
sirada gerceklestirildi ve boylece UV 1s1nina maruz kalinmadi.

Cam malzemeler, pipetler ve metal ekipmanlar otoklavda yiiksek sicaklik ve
basing altinda sterilize edildi ve mikroorganizmalar yok edildi.

Otoklavlanamayan ekipmanlar, %70 etanol veya uygun bir dezenfektan ile
temizlendi. Pipet uclar1 ve tiipler gibi tek kullanimlik malzemeler steril paketler i¢cinde

bulunduruldu ve sadece kullanim sirasinda acildi.

3.2.2. Klonlama Asamasinda Uygulanan Teknikler Bakteri Besiyerlerinin

Hazirlanmasi

Bu ¢alismada hem kati hem de sivi ortam olarak LB besiyeri (Luria-Bertani)
kullanildi. LB agar ve LB broth besiyerleri, iiretici firmanin protokoliine uygun sekilde
hazirlandi. Oncelikle, LB agar iiretici firmanin belirttigi miktarda tartilarak distile su
icinde ¢oziildii. Hazirlanan ¢ozelti otoklavda sterilize edildi. Sterilizasyon sonrasinda
cozelti 45-50°C’ye kadar sogumasi igin bekletildi. Soguyan besiyerine, son

konsantrasyon 50 ug/mL olacak sekilde kanamisin eklendi. Hazirlanan LB agar karigimi
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petri kaplarina dokiildii ve katilagsmasi i¢in oda sicakliginda bekletildi. Katilasan petri
kaplar1 +4°C’de muhafaza edildi.

LB broth besiyeri, liretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda belirlenen miktarda
hazirlandi. 3 litre igin mililitre basina gereken LB broth tozu tartilarak distile su i¢erisinde
¢ozildi. Cozelti, 120°C’de yirmi dakika stireyle otoklavda sterilize edildi. Sterilizasyon
sonrasi, hazirlanan sivi besiyerinin bir kism1 +4°C’de saklandi. Diger kismina ise son
konsantrasyon 50 pug/mL olacak sekilde kanamisin eklendi.

Kompetent Hiicre Stogu Hazirlanmasi

DH5a ve BL21 hiicrelerinden tek koloni segilerek 10 mL sivi LB besiyerine
inokiile edildi. Hiicreler, 37°C'de 8-12 saat calkalamali inkiibatdrde bir gece boyunca
inkiibe edildi. Gece kiiltiiriinden biiyiitiilen hiicreler, 100 mL S-O-B ortamina alindi. SOB
ortami, 1 mM magnezyum soliisyonu (MgSO, ve MgCl, igeren) ile zenginlestirildi.
Kiiltiir, 25°C’de, 4-6 saat boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyon, ODgoo degeri 0.4-0.6
araligina ulastiginda sonlandirildi. Kiiltiir, 10 dakika buzda bekletildi. Ardindan, kiiltiir
iki adet 50 mL’lik Falcon tiipline boliindii ve dort bin G’de bes dakika santrifiij edildi.
Santrifiij sonrasi siipernatan uzaklastirildi. Her bir Falcon tiipine 15 mL soguk CMG
buffer eklendi ve hiicreler hafifce ¢oziindiiriildi. Bu islem ii¢ kez tekrarlandi. Her yikama
sonrast tiipler buzda 15 dakika bekletildi ve ardindan dort derece, i bin G’de yedi dakika
santrifiij edildi. Son yikama sonrasinda, her Falcon tiipiine 5 mL CMG buffer eklendi ve
hiicreler ¢oziindiiriildii. iki tiip birlestirildi ve bes dakika buzda bekletildi. Ardindan, 252
puL DMSO eklendi. Karisim tekrar bes dakika buzda bekletildi. Hazirlanan hiicre
stispansiyonu, 100 pL’lik alikotlar halinde Eppendorf tiiplerine boliindii ve -80°C’de
saklandu.

Kompetent Hiicre Verimliliginin Hesaplanmasi

Bu c¢alisgmada, SMN1 terapotik rekombinant protein tasa, kanamisin direnci
tasiyan besiyerinde biyiitiilmek iizere DHSa ve BL21 kompetan hiicrelerine
transformasyon yoluyla aktarildi. SMNI1 plazmitinden 1 pL alindi ve -80°C’den
¢ikarilmig olan DH5a ve BL21 kompetan hiicrelerine ayri1 ayr1 eklendi. Plazmit eklenmis
hiicreler 30 dakika boyunca buz tizerinde bekletildi. Ardindan, hiicreler 42°C'de 45 saniye
stireyle su banyosuna konularak 1s1 soku uygulandi. Is1 soku sonrasi, hiicreler hemen
cikarilarak buz tizerinde 5 dakika daha bekletildi. Hiicrelerin {izerine, antibiyotiksiz 250
pL LB broth eklendi. Karisim, 37°C’de 30 dakika boyunca inkiibe edilerek hiicrelerin

toparlanmasi saglandi.
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Inkiibasyon sonras1, daha énceden hazirlanmis kanamisin iceren kat: LB agar (albi
agar) petri kaplarina hiicreler ekildi. Plakalar, 37°C’de bir gece inkiibe edilerek
kolonilerin gelisimi gézlendi. Ertesi giin, petri kaplari tizerinde gelisen koloniler sayilarak
koloni sayimi gergeklestirildi. Bu galismalarda, transformasyon verimliligi 95-100 cfu/pg
diizeyinde olan kompetent hiicreler kullanilmistir.

Primer Dizaym

Bu tez kapsaminda klonlama ve ekspresyon islemlerinde kullanilacak primerler
www.ncbi.nlm.nih.gov ve www.idtdna.com gibi ¢evrimi¢i araglar kullanilarak
gelistirilmistir. Primerlerin dizayn siirecinde, ileri ve geri primerlerin Tm degerlerinin
uyumuna, sag tokasi yapisi olusturmamalarina, niikleotit dagiliminin dengeli olmasina ve
disik G-C igerigine sahip olmalarma dikkat edilmistir. Tasarlanan primerlerin
dogrulamas1 ise NCBI BLAST araciligiyla yapilmigtir.

Plazmit DNA izolasyonu

Kanamisin iceren 10 mL LB besiyerine, plakadan alinan tek bir koloni inokiile
edilerek bir gece boyunca 37°C'de calkalamali etiivde inkiibasyona birakildi. Ertesi giin
biliylimiis olan kiiltiir santrifiij ile ¢oktiiriildii. Plazmit izolasyonu, GeneJET Plasmid
Miniprep™ Kitinin iretici talimatlarina uygun sekilde gerceklestirildi. Gece kiiltiiri,
11.000 g'de 10 dakika stireyle santrifiij edilerek hiicre pelleti elde edilmis ve siipernatant
uzaklastirildi. Pelleti siispanse etmek icin 250 pL resiispansiyon c¢ozeltisi eklendi,
ardindan siispanse edilen hiicreler 2 mL'lik ependorf tiiplerine aktarildi ve 250 pL lizis
tamponu ilave edildi. Tiipler, lizisin gergeklesmesi i¢in 3-6 kez alt iist edildi. Daha sonra
350 pL nétralizasyon ¢ozeltisi eklenmis ve drnegin homojen, kirli beyaz bir goriiniim
almas1 saglandi. Ependorf tiipleri, 11.000 g'de 10 dakika santrifiij edilerek siipernatant
700 pL olarak GenJET™ kolona aktarildi ve kolon 11.000 g'de 1 dakika santrifiij edildi;
alt faz uzaklastirildi. Kolon tizerine 600 uL yikama ¢ozeltisi 1 eklenerek 11.000 g'de 1
dakika santrifiij uyguland ve alt faz uzaklastirildi. ikinci yikama igin, kolon iizerine 500
puL yikama ¢ozeltisi 2 eklenerek 11.000 g'de 1 dakika santrifiij yapildo. Kolon, alt faz
uzaklastirildiktan sonra ekleme yapilmadan 2 dakika boyunca 11.000 g'de santrifiij edildi.
Temiz bir ependorf tiipe yerlestirilen kolonun tizerine, 42°C'de 1sitilmis 50 pL dH20
eklenmis ve oda sicakliginda 5 dakika bekletildi. Kolon, 11.000 g'de 1 dakika santrifiij
edilerek eliisyon topland1 ve plazmit DNA miktari 6l¢iilerek -20°C'de saklandi.
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DNA Miktar Belirlenmesi

Protein kontaminasyonunu analiz etmek i¢in 280 nm’de absorbans degerleri
almmustir. Her bir DNA 6rnegi i¢in 1 pL kullanilmis, kontrol amagli 1 pL dH20
eklenmistir. DNA miktar1 ve safligi, asagidaki formiiller ile hesaplanmistir:

DNA miktar1 (ng/uL) = A260 x 50 ng/uL x (10 mm/0.49 mm)

Saflik = A260 / A280

Restriiksiyon Enzimleri ile Plazmit Kesimi

Klonlama c¢alismalarinda vektor igerisinden ¢ikarilmak istenen bolge veya
rekombinantlarin tespiti i¢in vektorlerin iki ucunda bulunan restriksiyon kesim bolgeleri
kullanildi. Son hacim 1 pg veya 3 pg olacak sekilde DNA 6rnegi eklenerek kesim
reaksiyonlart hazirlandi. Thermo Scientific™ {iretici firmali Sall ve BamHI enzimleri ile
kesim yapildi. 37°C’de 1 saat inkiibasyona birakildi. Kesim sonuglari agaroz jel
elektroforezinde yiiriitiiliip UV 151k altinda analiz edildi. Rekombinant terapotik SMN1
plazmitinin ana stogundan 1 pl alindi. Bu 6rnege, 1’er ul BamHI ve Sall enzimleri
eklendi. Ardindan, 10x'lik Tango buffer'dan 4 pl eklenerek, toplam 20 pl ‘lik ¢ozelti
icinde tango 2x konsantrasyonu elde edildi. 0.5 mikrolitre DTT ve 9 mikrolitre ul eklendi.
Toplam hacim 20 pl olacak sekilde tamamlandi. Tiim bu islem buz iizerinde yapildi.
Hazirlanan karisim, 37 °C de inkiibatorde yarim saat bekletildi. inkiibasyonun ardindan,
10 pl plazmit 6rnegi ve 6x’yiikleme boyasindan 2 pl alinip karistirilarak hazirlanmig olan
jele yiiklendi.

DNA Agaroz Jel Elektroforezi

Kesim sonucunda elde edilen genomik DNA’nin kalitatif degerlendirilmesi i¢in
ve DNA'nin jel iizerinde goriintiilenmesini saglamak amaciyla %1 lik agaroz jel
hazirlandi. Bu oranlara uygun miktarda agaroz tartilarak, 50 ml TAE (Tris Asetic Asit-
EDTA) tamponu i¢inde ¢o6ziilmek iizere erlene eklendi ve mikrodalgada 3 dakika
kaynatilarak eritilildi. Eritilen karigim ilidiktan sonra, agaroz c¢ozeltisine 0.5 pg/mL
konsantrasyonunda etidyum bromiir eklendi ve homojen bir karisim elde etmek i¢in
hafif¢e galkalandi. Karisim, elektroforez kasetine dokiildii ve donmasi igin beklendi. Jel
polimerlesmesi saglandiktan sonra 2 ul DNA baglanma tamponu ve 10 pl DNA 6rnegi
karistirilarak kuyucuklara yiiklendi. Dna fragment ayrimi yapmak i¢in ilk kuyucuga 1kb
lik DNA marker yiiklendi. Ornekler 95 Volt 45 dk yiiriitiildii ve goriintiileme cihazinda
goriintii alindi. Kontrol edilen genomic DNA -20 °C’de sakland.
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Bakteri Transformasyonu

Kompetent hiicreler -80°C'den ¢ikarildi ve buz iizerinde ¢ozdiiriildii. Coziilmiis
BL-21 kompetent hiicrelerinin iizerine 1 pL terapotik rekombinant olarak tiretilmis
SMN1 pET-28a(+) plazmidi eklendi. Tiip, parmakla alt kismina birka¢ kez hafifce
vurularak nazikge karistirildi. Hiicre-DNA karisim1 buz tizerinde 20-30 dakika boyunca
inkiibe edildi. Agar plakalar1 dnceden 37°C'de 1sitild1. transformasyon tiipii, 42°C'de 30-
60 saniye siireyle 1s1 sokuna tabi tutuldu (su banyosu kullanilarak). Tiipler, 5 dakika
boyunca tekrar buza konuldu. 5 dakika sonunda, hiicrelere 250 pL antibiyotiksiz LB
ortami eklendi ve tiipler 37°C'de sallanan inkiibatdrde 30 dakika siireyle inkiibe edildi.
Transformasyon karigimindan 100 pL, kanamisin igeren uygun bir LB agar plakasina

yayildi. Plakalar, 37°C'de bir gece boyunca inkiibe edildi.

3.2.3. Rekombinant Protein Uretme ve Saflastirma Cahsmalarinda

Kullanilan Malzemeler ve Teknikler

Rekombinant PEP1-SMNL1 Proteininin Uretilmesi ve IPTG ile Indiiklenmesi

Protein ekspresyonu i¢in PEP1-SMN1-pET-28a klonu BL21 (DE3) Codon Plus
bakterisine klonlandx.

10 mL kanamisin i¢eren LB besiyerine, dnceden +4°C'de saklanmis olan pET28a-
SMN1 terapotik rekombinant hiicre kolonilerinden bir koloni eklendi. 37°C'de bir gece
calkalayici inkiibatdrde inkiibasyon yapildi. OD600’de 0.6- 0.7 araligina gelmesi takip
edildi. OD600’degeri 0.6’ya ulastiginda hiicreler dnceden 1sitilmis sicakligi 30°C'de olan
taze LB kanamisin besiyerine alindi. Toplamda 3 litre olacak sekilde her biri 1 litrelik
hacimlerle hazirlandi. Belirli bir oranda biiyiitiilmiis hiicre stogundan, her bir litrelik
besiyerine ekim yapildi. Hiicreler, 1 litrelik taze besiyerlerinde 3 saat boyunca biiyiitiildii.
3 saat sonunda, yaklasik 2 mL kiiltiir 5rnegi alind1 ve geri kalanma IPTG (Izopropil-p-D-
tiyogalaktopiranozit) ile indiiksiyon yapildi. IPTG, her bir litreye 0.5mM olacak sekilde
eklendi. Hiicreler, 30°C'de calkalayici inkiibatorde 4 saat inkiibe edildi. 4 saat sonunda,
hiicreler 50 ml’lik Eppendorf tiiplerde santrifiij edilerek c¢oktiiriildii ve peletler -20°C'de
saklandi.

Ni-NTA Agaroz Reginesi ile Ure Kullanarak Protein Saflastirma

Anti-His-tag yontemi, rekombinant proteinlerin saflastirilmasi i¢in yaygin ve
etkili bir tekniktir. Bu yontem, hedef proteinin ucuna eklenmis his-tag dizisinin,
genellikle nikel bagl recineler kullanilarak spesifik baglanmasi yoluyla saflagtirilmasini

saglar. His-tag, se¢ici baglanma 6zelligi sayesinde yiiksek saflikta protein elde edilmesini
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miimkiin kilar. Anti-His-tag yontemi, protein saflastirma ve tespiti amaciyla kullanilan
yaygin bir immiinolojik tekniktir. Bu teknikte, rekombinant proteinlerin N veya C
uclarina eklenen kisa his-tag dizisi, proteinlerin segici olarak saflastirilmasin1 ve
tanimlanmasini kolaylastirir. His-tag dizisi, histidin kalintilarindan olusur ve nikel veya
kobalt gibi metal iyonlarina gii¢lii bir baglanma gosterir.

Yontem, his-tag igeren proteinlerin immobilize metal afinitesi kromatografisi
(IMAC) ile segici bir sekilde tutulmasini ve saflastirilmasini saglar. Eliisyon ise genellikle
imidazol gibi maddeler kullanilarak gerceklestirilir.

Bu metodun avantaji, proteinin biyolojik aktivitesini genellikle koruyarak hizli ve
yiiksek saflikta protein izolasyonu saglamasidir. Ancak, bazi durumlarda, his-tag
proteinin islevsel 6zelliklerinde hafif degisikliklere neden olabilir ya da ek saflagtirma
adimlar gerektirebilir.

Bu ¢alismada, Sigma marka kit, kolon ve imidazol igeren regine kullanilarak daha
verimli ve saf PEP1-SMN proteini elde edilmistir. His-Tag yonteminin uygulanmasi
amaciyla Ni-NTA (Nikel-Nitrilotriasetik Asit) afinite kromatografisi matrisi tercih
edilmistir. His-Tag'deki histidin kalintilari, immobilize nikel iyonlarinin koordinasyon
bolgesindeki bosluklara yiiksek 6zgiilliik ve baglanma kapasitesi ile tutunur. Hiicre
lizatlar1 matrise yiiklendiginde, His-Tag tasiyan proteinler bu matrise baglanirken, diger
proteinler serbestge gegis yapar.

-20°C'den ¢ikarilan 2.75 mg lizozim enzimi tartildi ve 20 ml PBS (Phosphate
Buffered Saline) eklenerek ¢ozdiiriildii. Daha once IPTG ile indiiksiyon yapilmis ve
protein ¢oktiiriilmiis rekombinant PEP1 proteini -20°C'den ¢ikarildi. Elde edilen ¢ozelti,
protein peletinin {izerine eklendi ve karisim buz {lzerine yerlestirildi. Numune
vortexlenerek homojen hale getirildi, ardindan buz tizerine tekrar konuldu. Karigima 1 ml
EDTA eklendi. Numune 15-20 dakika boyunca buzda bekletildi ve her 5 dakikada bir
vorteks yapilarak karistirldi. Uzerine PMSF (fenilmetilsulfonil floriir) eklendi. Ornege
5 dakika boyunca, 30 saniye araliklarla, bir dongii durup bir dongii devam ederek
sonikasyon uygulandi. Sonikasyon isleminden sonra drnekten 100 pl alindi ve - 20°C de
stoklandi. Sonikasyon sonrasi {iriin 20 dakika boyunca, 4°C'de, 9000 RPM'de santrifiij
edildi. Santrifiij sonras1 supernatant (sup) kismi alindi ve -20°C'ye stoklandi. Pellet
tizerine PBS eklendi ve ayn1 sekilde 20 dakika, 4°C'de, 9000 RPM'de ikinci bir santrifiij
islemi yapildi ve tekrar 100 ul stok alindi. Ugiincii yikama igin de aym santrifiij kosullart
(20 dakika, 4°C, 9000 RPM) kullanilarak islem tamamlandi. Son olarak, pelet ve

siipernatant kisimlarindan ayr1 ayr1 100 pl 6rnek alindi ve -20°C'ye kaldirildi. Kalan

27



pelleti ise Ni-NTA agaroz reginesi ile lire kullanarak protein saflastirma metodunda
kullanmak tizere stoklandi.

Coziicii Tampon ile Proteini Cozme

8 Molar iirelik ¢oziicii tampon ile protein ¢ozme ve saflastirma metodu uygulandi.
Coziicii Tampon Hazirligi yapildi. 20 ml PBS (pH 8) igine 24 gram iire eklendi ve karisim
homojen hale getirildi. 1.6 ml DTT (1 mM) eklendi. 3 ml NACI (300 mM) eklendi.
Toplam hacim 50 ml'ye tamamlanacak sekilde PBS ile dolduruldu. 1 mM olacak sekilde
PMSF eklendi. Yaklasik 1 ml EDTA eklendi. -20°C'den ¢ikarilan protein peleti {izerine
hazirlanan ¢6ziicii tampon eklendi. Numune oda sicaklifinda rollerda gece boyunca
¢oziilmeye birakildi. Coziilme sonrasi numune 15 dakika boyunca, oda sicakliginda, 9000
RPM'de santrifiij edildi. Santriflij sonras1 supernatant ve pellet ayristirildi. Pellet -20°C
ye kaldirildu.

Siipernatant {izerine NI-NTA recinesinden 4 ml eklendi ve tekrar oda sicakliginda
rollerda 1 saat boyunca galkalandi. Kromatografi i¢in kolon kuruldu ve saflastirma islemi
baslatildi. Kromatografi sirasinda, ilk c¢oziicii soliisyonundan daha sonra western
analizinde kullanilmak iizere stok alind.

Yikama Tamponu ile Cdéziilen Proteini Temizleme

25 ml'lik bir yikama tamponu hazirlandi. 15 ml 10 mM imidazol ¢ozeltisi igine 12
gram iire eklendi. (8 molar iire olacak sekilde). Uzerine 1.5 ml 300 mM sodyum kloriir
eklendi. 800 pul DTT eklendi. Yaklagik 1 ml EDTA eklendi. PBS ile toplam hacim 25
ml'ye tamamlandi. Ve yikama islemi baglatildi. Kolondan soliisyon aktarildi. Ve yikama
gerceklestirildi. Yikama sonrasi ornekten daha sonra western analizinde kullanilmak
tizere stok alindu.

Eliisyon Tamponu ile Proteini Kolon Yiizeyinden Ayristirma

Yikama isleminden sonra proteinin eliisyon islemi gerceklestirilmistir. Eliisyon
tamponunu hazirlamak igin gereken malzemeler sunlardir: 8 M tire, PBS (fosfat tamponlu
salin), 300 mM sodyum kloriir, 250 mM imidazol, 1 mM DTT (ditiotreitol) ve 1 mM
EDTA. 15 ml 250 mM imidazol ¢ozeltisi bir 50 ml hacimli eppendorf tiipe eklendi,
tizerine 12 gram {ire ilave edildi. Daha sonra, 1,5 ml 300 mM sodyum kloriir ve 0,8 ml 1
mM DTT eklendi. Karisima, toplam hacim 25 ml'ye ulasana kadar PBS ilave edildi. Son
olarak, 1 mM EDTA eklenerek eliisyon tamponu tamamlandi. Hazirlanan tampon, protein
eliisyon iglemi icin kullamima hazir hale getirildi. Orneklerden daha sonra western

analizinde kullanilmak iizere stok alindi. Tablo 3.4'te kullanilan soliisyonlar verilmistir.
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Tablo 3.4. Saflastirma ve kromotografi sirasinda kullanilan soliisyonlar

Cozelti Icerigi
IPTG 0.2383 g tartilarak 1 mL dH2O ile ¢oziildii. 0.22-uM filtreden gegirilerek -20°C de sakland1
PMSF 4.3 gram PMSF 250uL DMSO igerisinde ¢oziildii.
Lizozim 2.75 mg Lizozimenzimi 20 ml PBS i¢inde ¢oziildii.
Céziicii .20 ml PBS (pH 8) igine 24 gramiire eklendi ve kE'II'ISIm homoje.n hale getirildi. 1.6 ml DTT
Tampon (1 mM) eklendi. 3 ml NACI (300 mM) eklendi. Toplamhacim 50 ml'ye tamamlanacak
sekilde PBS ile tamamlandi.
Yikama 1“5 ml 10 mM imidazol ¢ozeltisi i¢ine 12 gram iir'e eklendi. (8 molar ure olacak sekilde).
Tamponu Uzerine 1.5 ml 300 mM sodyum kloriir eklendi. 800 ul DTT eklendi.
Yaklagik 1 ml EDTA eklendi. PBS ile toplam hacim 25 ml'ye tamamlandi.
. 15 ml 250 mM imidazol ¢ozeltisine 12 gram iire ilave edildi. 1,5 ml 300 mM NaCl ve
Eliisyon . . : . -
Tamponu 0,8 ml 1 mM DTT eklendi. Hacim 25 ml'ye ulasana kadar PBS ilave edildi. Son olarak,

1 mM EDTA eklendi.

Diyaliz Islemi ile Proteini Istenmeyen Molekiillerden Arindirma

Diyaliz islemi, kromatografi sonrasi 6rnegin saflastirilarak sonraki analizler igin
uygun hale getirilmesi amaciyla gergeklestirildi. isleme baslamadan once, Pure-A-Lyzer
kitine 3 ml ultra saf su eklendi ve membranin 1slanmasi i¢in en az 5 dakika bekletildi.
Daha sonra tiip bosaltildi ve membran iizerinde su kagagi olmadigindan emin olmak igin
dikkatlice kontrol edildi. Kuru membranin suyu emmesi, su seviyesinde azalmaya neden
olabilecegi i¢in bu kontrol dnem tasimaktadir. Kromatografi sirasinda kullanilan yikama
tamponundan yaklagik 3 ml'lik bir 6rnek almarak diyaliz kitine aktarildi. Ornek tiipe
yiiklendi ve verilen kapaklar zorlanmadan kapatildi. Ornegin hacmi 3 ml olarak
belirlendi. Diyaliz kiti, 6rnek yiiklenmeden dnce PBS ile yikanmis ve su kagagi kontrolii
gergeklestirilmistir. Bu kontrol, islem sirasinda olasi kayiplari 6nlemek i¢in dnemlidir.
Daha sonra, diyaliz kiti bir behere alind1 ve behere tampon olarak PBS eklendi. Ornegin
yiiklendigi diyaliz kiti, behere yerlestirildi. Kiti, yumusak bir kopiigiin ortas: daire
seklinde kesilerek oraya oturtuldu ve kapak kismi yukarida kalacak sekilde sabitlendi,
membran PBS igerisinde kaldi. Bu diizenek, yaklasik 30 rpm hizla galisan bir ¢alkalayici
cihazma yerlestirildi. Bir saat sonra PBS degistirildi ve taze PBS eklendi. Ornek,
calkalayicida bir iki saat daha kaldi1 ve bu siirenin sonunda PBS tekrar degistirildi. Tiim
islem 4 °C derecede gerceklestirildi. Son olarak, {igiincii kez PBS eklendi ve gece
boyunca yikama islemi yapildi. Ertesi giin, kit icerisindeki soliisyon ¢ikarilarak -20 °C

derecede saklandi ve sonraki Western analizine hazir hale getirildi.
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3.2.4. In Vitro Uygulamalarda Kullanilan Yéntemler

-80 °C de Dondurulmus Olan Hiicre Soyunun Aktiflestirilmesi

+4°C’den ¢ikarilmis %10 FBS igeren DMEM besiyeri, 37°C inkiibatére koyuldu
ve 1sinmast saglandi. Ug adet 25 mL’lik hiicre kiiltiirii kaba steril ¢alisma ortaminda alindi.
Uzerine deney tarihi ve hiicre hatt1 adi (SH-SY5Y) yazildi. -80°C’de depolanan SH-
SY5Y hiicre stogu ¢ikarildi.15 mL’lik Falcon tiipiine 3 mL 1sitilmis besiyeri eklendi. Her
bir kiiltiir tiiptine 5 mL besiyeri eklendi. -80°C’den ¢ikarilan hiicre stogu, 1 mL besiyeri
ile ¢ozdiiriildii. Cozdiiriilen hiicre stogu, igerisinde 2 mL besiyeri bulunan 15 mL’lik
Falcon tiiptine alindi ve 1200 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi
siipernatant atildi ve pellet lizerine 3 mL taze besiyeri eklendi. Hazirlanan 3 mL hiicre
stispansiyonundan 1 mL, her bir 25 mL lik flask iginde bulunan 5 mL besiyerine eklendi.
Total hacim 6 mL oldu. Hafif pipetaj ile hiicre siispansiyonu homojenize edildi. Hiicre
kiiltiirii, 37°C’de %5 CO;, igeren inkiibatore konularak inkiibasyona birakildi.

Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Besiyerinin Hazirlanmasi

Hiicre kiltlirii deneylerinde, 200 mM L-Glutamin igeren ve 4°C'de saklanan
DMEM (Dulbecco’nun Modifiye Edilmis Eagle Besiyeri) kullanildi. SH-SY5Y hiicreleri
icin %10 FBS (Fetal Bovine Serum) eklendi ve¢ DMEM hazirlandi. Bu karisima, son
konsantrasyonu 1X olacak sekilde penisilin-streptomisin ¢ozeltisi eklenerek kullanildi.

Pasajlama

Hiicre yogunlugu mikroskop altindagdriintiilendi ve yogunluk %80’e ulastiginda,
tizerindeki %10 FBS iceren DMEM ortamindan arindirildi. Hiicreler 1X PBS 1.5 mL
eklenerek hafif¢e yikandi. Sonrasinda, 1.5 mL Tripsin-EDTA ¢ozeltisi ilave edilerek
hiicreler 2 dakika inkiibatérde bekletildi. Inkiibasyon sonunda hiicrelerin yiizeyden
ayrildig1 gozlendi. Bu asamada, hiicre siispansiyonuna 3 mL %10 FBS’li DMEM eklenip,
Tripsinin etkinliginin durdurulmasi saglandi. 15 mL’lik bir falkon tiipline alind1 ve 5
dakika boyunca 1200 rpm’de santrifiij edildi. Siipernatant uzaklastirild: ve kalan pellet
tizerine 3 mL %210 FBS’li DMEM eklenerek ¢oziindiirtildii. Son olarak, 3 yeni flaska her
birine 5 mL %10 FBS iceren DMEM konuldu ve her birine 1 mL hiicre siispansiyonu
eklenerek pasajlama islemi gerceklestirildi. Tekrardan hiicreler 37°C’de %5 CO, igeren
inkiibatore konularak inkiibasyona birakildu.

Hiicre Soyuna Saflastirilan Protein Uygulanmasi

Bir gece boyunca 37°C’de %5 CO, igeren inkiibatore birakilan hiicreler,

elektronik mikroskop altinda incelendi ve %50 hiicre yogunluguna ulastigi
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gozlemlendi. Hiicrelerden bir grup kontrol grubu olarak inkiibatorde birakildi. Diger
hiicre gruplarina ise, daha once diyaliz yontemi ile saflagtirilan ve BSA yontemi ile
konsantrasyonu 1 pg/mL olarak belirlenen protein, son konsantrasyonu 100 pg/mL
olacak sekilde uygulandi. Uygulanan hiicreler, biri 6 saat digeri 12 saat siireyle 37°C’de
%5 CO;, inkiibatorde inkiibasyona birakildi. 6 saatlik inkiibasyon siiresinin ardindan flask
inkiibatorden ¢ikarildi ve besiyeri uzaklastirildi. Hiicreler 2 mL PBS ile hafifce yikanarak
PBS dokiildii ve tizerine 1.5 mL tripsin eklendi. Flask 2 dakika boyunca inkiibatore
konuldu ve ardindan 3 mL %10 FBS’li DMEM besiyeri eklenerek tripsinin aktivitesi
durduruldu. Hiicre siispansiyonu 15 mL’lik Falcon tiipiine alind1 ve santrifiij yapildi.
Supernatant atildi ve olusan pellet -20 °C de stoklandi. Ayn1 islem 12.saat sonunda diger
hiicreyede uygulandi. Hiicreler daha sonra western protokolii i¢in -20°C ye kaldirildi.

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

SDS jeli, laboratuvar ortaminda proteinlerin ayristirilmasi ve analizinde kullanilan
bir poliakrilamid jel tiirtidiir. SDS, sodyum dodesil siilfat anlamina gelir ve proteinlerin
denatiire edilmesinde 6nemli bir gorev lstlenir. Bu jel, proteinlerin boyutlarina gore
ayrilmasini saglayan elektroforez yonteminde kullanilir. SDS, proteinlere baglanarak
onlarin dogal yapisint bozup negatif yiik kazanmalarini saglar. Bdylece proteinler,
poliakrilamid jel i¢inde elektriksel alan altinda yalnizca molekiiler agirliklarina gore
hareket ederler.

Bu yontem, SDS-PAGE (SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi) olarak bilinir ve
proteinlerin saflastirilmasi, molekiiler agirliklarinin belirlenmesi ve ¢esitli analizlerde
yaygin olarak kullanilir.

Ik adim olarak, cam plakalar ve kasetler uygun sekilde yerlestirildi. Yiiriitme jeli
karisimi, Tablo 3.5 de verilen oranlarda 15 mL’lik Falcon tiipiinde hazirlandi. Elde edilen
karisim, iki cam plaka arasina dokiilerek tist kisimda yaklasik 4 cm bosluk kalacak sekilde
birakildi. Jelin yiizeyinin diizglin olmasi ve hava kabarciklarinin olugsmamasi amaciyla,
yiriitme jelinin {izerine bir miktar izopropanol eklendi. Jel polimerlesip donduktan sonra,
izopropanol uzaklastirildi ve kurutma kagidi kullanilarak temizlendi.

Ardindan, yiikleme jeli karisimi Tablo 3.6 da belirtilen oranlara gore hazirlandi ve
polimerlesmis yliriitme jelinin {izerine dokiildi. Yiikleme jeli iizerine jel tarag:
yerlestirildi ve jelin polimerlesmesi i¢in uygun siire beklenildi. Jel tamamen donduktan
sonra, Orneklerin yiiklenmesi i¢in sonraki asamalar uygulamaya hazir hale getirildi.

Totalde 2 jel hazirlandi. SDS islemi deneyde 2 farkli yerde yapildi.
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-20 de Stoklanan Lizatlarin SDS analizi ile Protein Varlig: Tespiti

Daha o6nceden izolasyon ve saflastirma iglemi yapilan olan proteinler stoktan
cikartildi.. Bu proteinler SDS-PAGE'de yiiriitiilmek {izere hazirlandi. Toplamda 10 6rnek
mevcuttu. Bu ornekler sirasiyla: IPTG'siz olan birinci 6rnek, IPTG pozitif 0.5 mM
konsantrasyonda alinan ikinci 6rnek, Sonikasyon sonrasi alinan ham ekstrakttan elde
edilen ii¢iincii 6rnek, Coziicii soliisyon sonrast pelletten alinan dordiincii 6rnek, PBS ile
yikama sonrasit SUP1 (iist faz 1) besinci 6rnek, SUP2 (iist faz 2) altinc1 6rnek, SUP3
yedinci 6rnek, Flow through sekizinci 6rnek, yikama tamponu (Wash buffer) dokuzuncu
ornek ve eliisyon 6rnegi olan onuncu 6rnek olacak sekilde numaralandirildi.

SDS-PAGE protokolii i¢in her bir 6rnekten 20 pL alindi. Bu 6rneklerin her biri, 4
uL BME (beta-mercaptoethanol) igeren 5X yiikleme boyasi ile karigtirildi. Ardindan her
ornege 60 pL PBS eklendi ve hafif bir vortex isleminden sonra 10 saniye siireyle
sonikasyon uygulandi. Ornekler 96°C'de 5 dakika kaynatildi ve bu esnada her 2 dakikada
bir hafifce vortex yapilarak tekrar kaynatma islemine devam edildi. Kaynatma isleminin
ardindan 6rnekler, 14000 rpm'de 5 dakika siireyle mikrosantrifiij islemine tabi tutuldu.

JEL 1X yiiriitme tamponu ile 2 jel seviyesine gelene kadar dolduruldu. Kaset
oturtuldu Tarak ¢ikartildi. Kuyucuklar temizlendi. Daha sonra 6rnekler kuyulara 12 pL
olacak sekilde yiiklendi. Son olarak proteinlerin biiytikliigiinii analiz etmek i¢in ABCAM
Prestained Protein Ladder belirtecinden 5 pL yiiklenerek, 100V’°da 2 saat yiiriitiildii.
Proteinler biiyiikliiklerine gore ayrildiktan sonra, jel tanktan ¢ikarilarak jel boyama
boyasina 1 gece birakildi. Sonraki giin boya tekrar kullanilmak {izere saklandi. Jelden
boyanin uzaklagmasi i¢in iizerine saf su veya boya giderici ¢ozelti eklendi ve sonuglar
analiz edildi.

Sh-SY5Y Hiicre Soyuna Protein Uygulanmast Sonrast SDS Page Analizi

Jel ayn1 protokole gore hazirlandi. Jel polimerlestikten sonra tanka yerlestirildi,
kuyucuklar temizlendi ve 6rnek yiiklenmesi igin hazirlandi SDS page analizinde dnceden
uygulama yapilan ve stoklanan SH-SYSY hiicre soyu kullanildi. Jele yiikleme yapmak
i¢in dort 6rnek hazirlands. Ilki, diyaliz asamasinda elde edilen saf SMN1 proteini, ikincisi
protein icermeyen kontrol &rnegi SH-SYSY hiicre hatti. Uciinciisii SMNI1 protein
uygulamasindan sonraki 6. Saat ve dordiincii 6rnek ise protein uygulama sonrasi 12. saat
orneklerinden olusturuldu. Her bir 6rnek, toplamda 20 pl olacak sekilde ikili ependorf
tiiplerine yerlestirildi ve bu 6rneklere 140 ul RIPA buffer eklendi. Ardindan, her bir tiipe
icerisinde BME bulunan 5X loading boyas: ilave edildi. Boya miktar1 40 pl ve BME

miktari ise 8 pl olarak ayarlandi. Ornekler hafif¢e vortexlenerek homojen hale getirildi.
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Donmus halde olan 6rnekler, -20 °C den c¢ikarildiktan sonra hafif vortexleme
islemiyle ¢oziindiiriildii ve ardindan 10 saniye boyunca sonikasyona tabi tutularak hiicreler
daha da homojenlestirildi. Bu islemin ardindan 6rnekler 96 °C de 5 dakika boyunca
kaynatildi; kaynama sirasinda her 2 dakikada bir 6rnekler hafifce vortexlenerek islem
tekrarlandi. Son asamada, Ornekler 14.000 rpm'de 5 dakika boyunca santifiij edildi.
Santifiij sonrasi siipernatant kisim dikkatlice alinip jele yiiklendi. JEL 1X yiiriitme
tamponu ile 2 jel seviyesine gelene kadar dolduruldu. Kaset oturtuldu Tarak ¢ikartildi.
Kuyucuklar temizlendi. Daha sonra 6rnekler kuyulara 12 pL olacak sekilde yiiklendi. Son
olarak proteinlerin biiytlikliiglinii analiz etmek i¢in ABCAM Prestained Protein Ladder
belirtecinden 5 uL yiiklenerek, 100V’da 2 saat yiiriitiildii. Proteinler biiytikliiklerine gore
ayrildiktan sonra, jel tanktan cikarilarak jel boyama boyasma 1 gece birakildi. Sonraki
gilin boya tekrar kullanilmak {izere saklandi. Jelden boyanin uzaklagmas igin tizerine saf

su veya boya giderici ¢ozelti eklendi ve sonuglar analiz edildi.

Tablo 3.5. Yiiriitme jeli hazirlanist

Soliisyon Miktar
1.5 M Tris-HCI PH:8.8 1250 pL
ddH, O 2 mL
%40 Akrilamid 1670 pl
%20 SDS 25 ul
%10 APS 25 ul
Temed 2.5 ul

Tablo 3.6. Yiikleme jeli hazirlanisi
Soliisyon Miktar
1 M Tris-HCI PH:6.8 375
ddH, O 2088 ul
%40 Akrilamid 506 pl
%20 SDS 15 ul
%10 APS 15 ul
Temed 1.5 ul

Western Blot Analizi

Western blot, proteinlerin tespiti ve analizi i¢in kullanilan bir laboratuvar

teknigidir. Bu yontem, bir numunedeki spesifik proteinlerin varligini belirlemek,

miktarini1 6lgmek ve molekiiler agirligini tespit etmek amaciyla kullanilir. Western blot

deneyinde kullanilan soliisyonlar tablo 3.7°de verilmistir.
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Jeli, PVDF Membranina Transfer Etme Islemi

SDS page analizinde yiiriitiilen jeller, western blot analizi i¢in hazirlik asamasina
alind1. Ilk adimda, Poliviniliden Floriir membran1 (PVDF) 6 cm ve 8 cm boyutlarinda
kesildi ve 1slatilacak kadar metanol dokiildii. Membrani 1slatma isleminin ardindan,
western analizinde kullanilacak alt ve {ist yataklar yani transfer pedleri transfer buffer
icinde 5 dk bekletildi. Transfer buffer, 45 ml transfer buffer soliisyonu ve 5 ml metanol
eklenerek hazirlandi. Alt ve {ist yataklar ile membran 1slatildiktan sonra, western cihazina
once iki adet alt yatak yerlestirildi ve roller yardimiyla 1slaklig1 belli oranda azaltildi. Bu
islemden sonra, membran dikkatlice alt yataklarin iizerine yerlestirildi ve yiiriitiilen jel
membranin iistiine konuldu.

Membran ve jel iizerine iist yataklar yerlestirildi ve western iist kapagi kapatilarak
sandivi¢ modeli olusturuldu. Son olarak, sandivi¢ yap1 western cihazina yerlestirildi ve
25 volt, 1.3 amperde 7 dakika boyunca transfer islemi gergeklestirildi.

Immiinoblotlama Islemi

Immiinoblotlama, belirli proteinlerin tespiti ve analizini saglayan bir biyokimyasal
yontemdir ve antijen-antikor etkilesimine dayanir. Bu teknik, proteinlerin karmasik
karigimlar igerisindeki varligini ve miktarini belirlemek i¢in yaygin olarak kullanilir.

Transfer edilen membran, %5'lik TBST ile hazirlanmis siit tozu soliisyonuna
(bloklama soliisyonu) yerlestirildi ve +4 °C de calkalayici inkiibatérde 40 RPM'de gece
boyunca ¢alkalandi. Bloklama iglemi sonrasinda soliisyondan membrane arindirildi ve
onceden hazirlanan 10 ml TBST-siit tozu ve 5 pl Afiinipure Rabbit Anti-His Tag primer
antikoru karisim soliisyonu membrane eklendi. Oda sicakliginda 2 saat boyunca 50
RPM'de ¢alkalandi. Bu siirenin sonunda membran, TBST soliisyonu ile ii¢ kez, her biri
15 dakika siirecek sekilde yikandi.

Ardindan sekonder antikor hazirlandi. 10 ml TBST igerisinde 10 pl Goat Anti-
Rabbit sekonder antikor eklenerek hazirlandi ve yikanan membranin {izerine eklendi.
Membran, oda sicakliginda 2 saat boyunca 50 RPM'de calkalandi. Ikinci calkalama
stiresinin ardindan, membran ii¢ kez, her biri 15 dakika siirecek sekilde TBST soliisyonu
ile yikandi. ECL soliisyonu hazirlandi ve membranin iizerine dokiilerek goriintiileme
cithazinda sonuglar alindi.

Proteinlerin Gériintiilenmesi ve Analiz

Goriintiileme islemleri icin ECL (Pierce™) substrati kullanilmistir. Soliisyon A ve
Soliisyon B, 1:1 oraninda karistirilarak aliiminyum folyo ile saril1 bir ependorf tiipiinde

birlestirildi. Hazirlanan 1 mL'lik karisim, membranin iizerine uygulanarak karanlik bir
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ortamda 1 dakika inkiibe edildi. Sonrasinda, goriintiileme G:BOX Syngene sistemi ile
yapilarak veriler kaydedildi. Goriintiiler degerlendirildi.

Tablo 3.7. Western blot deneyinde kullanilan ¢ozeltiler

Cozelti Hazirlamisi
10X TBS (Tris-Buffered 24,22 g Tris-base (MW: 121,14) ve 87,66 g NaCl (MW: 58,44) 700 mL
Saline): dH20'da¢oziildi. pH 7,5'e ayarlandi ve son hacim 1 Lye tamamlandi

30,3 g Tris-base (MW: 121,14) ve 144,4 g glisin (MW: 75,07) 700 mL
10 X Yiiriitme Tamponu:  dH20'da ¢6zildi. pH 8,3'e ayarlanarak son hacim 1 L'ye tamamlandu.

Kullanilirken 1X'e sulandirildi.

200 mL metanol, 100 mL 10X yiiriitme tamponu, ile karistirtlip son hacim

Transfer Tamponu: dH20 ile 1 L'ye tamamlandi. Cézeltiye 500 pL %10 (v/v) SDS eklendi
0,1 g Coomassie brilliant blue R-250, 50 mL metanolde ¢oziildii ve 10 mL
Jel Boyama Cozeltisi: asetik asit eklenerek karistirildi. Son hacim dH20 ile 100 mL'ye
tamamlandi.
100 mL 10X TBS ile 1 mL Tween-20 karistirild1 ve son hacim dH20 ile 1
1X TBST Cozeltisi: L'ye tamamlandi.
Bloklama Tamponu: 100 MI 1X TBST ¢ozeltisi i¢inde 5 g yagsiz siit tozu ¢oziinerek hazirlandi
%10 (w/v) SDS 10 g SDS dH, O’da ¢oziilerek son hacmi 100 mL’ye tamamlandi.
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4. BULGULAR

4.1. Klonlama Calismalari

4.1.1. Plazmit Tasarimi

SMNI geninin protein ekspresyonu amaciyla primer dizisi tasarlandi. SMN1 gen

dizisinin restriksiyon kesim bolgeleri analiz edildi. Geni kesen enzimler belirlendi.

Ardindan, ekspresyon vektorii pET-28a’y1 kesen enzimler belirlendi. Daha sonra SMN1

genini kesmeyen, ancak pET-28a vektoriinii kesenBamHI ve Sall enzimleri klonlama igin
secildi. Ardindan, pET-28a vektorine SUGENOMICS Biotechnology sirketinden

tarafindan yapildu.

4.2. Plazmit DNA izolasyonu ve Miktar Belirlenmesi

3.3.3. de belirtilen prokol uygulandi. GeneJET Plasmid Miniprep™ Kkitinin tiretici

talimatlarina uygun sekilde gerceklestirildi. Izolasyon sonras1 Nanodrop da dna miktari

ol¢iildii. DNA konsantrasyonu, 260 nm dalga boyunda absorbans dl¢limleri ile Denovix

DS-11 FX+ cihazi kullanilarak tespit edildi. Sekil 4.1°de 6l¢iilen DNA miktari verilmistir.

— 0 1
Blank Measure Microvolume
dsDNA 50

82.501 ng/pL A260

1.92 260/280

Wo fzecs.?‘gm Optimized baseline

Sekil 4.1. Plazmit DNA izolasyonu sonras1t DNA miktari

Izolasyon sonucunda 6l¢iilen DNA miktar1 82.501 ng/ul olarak belirlenmistir.
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4.3. Restriiksiyon Enzimleri ile Klonlanan Plazmitin Kesimi ve DNA Agaroz

Jel Elektroforezinde Goriintiilenmesi

Rekombinant SMN1 proteinine kesim islemi yapildi. Klonlanan vektor uygun
enzimler ile kesildi. DNA agaroz jel elektroforezi yapilarak enzimlerin dogrulugu

kanitlandi. Sekil 4.2°de kesim sonrasi goriintii verilmistir.

Sekil 4.2. BamHI ve Sall enzimleri ile rekombinant SMN1 protein kesilmesi sonrasi
agaroz jel elektroforezi goriintiisii

4.4. Rekombinant PEP1-SMN1 Protein Uretilmesi ve Saflastirilmasi

Rekombinant protein iiretimi i¢in, daha 6nceden transformasyonu saglanmis olan
PET28a-SMN1 ve BL21 kolonisinden bir koloni alindi1 ve 10 ml'lik LB kanamisin igeren
besiyerine ekim yapildi. Hiicre kiiltiiri, 37 °C de 116 rpm'de galkalayici inkiibatore
yerlestirilerek bir gece boyunca hiicrelerin biiyiimesi saglandi. Ertesi giin, besiyeri
degistirildi. Bu islemde, 2991 ml taze LB Kanamisin besiyerine toplamda 9 ml 6nceden
biiyiitiilmiis olan kiiltiirden eklendi. Kalan 1 ml'lik 6rnek ise santrifiij edilip -20 dereceye
kaldirildi, ¢iinkii bu kisimda IPTG kullanilmamusti.

Taze besiyerine ekilen hiicreler yaklasik 4 saat boyunca ayni sicaklik ve ¢alkalama
hizinda ¢alkalandi. Hiicrelerin OD600 degeri 0.6-0.7 araligina ulastiginda, IPTG
soliisyonu eklenerek indiikleme yapildi. Indiikleme, 0.5 mM konsantrasyonda IPTG ile
30 °C 4 saat boyunca gerceklestirildi. Indiikleme sonrasi, drnek alindi ve ¢oktiiriildii.
Pelletler -20 °C ye kaldirildu.

4.4.1. Protein Lizatimn Hazirlanmasi ve His-Tag Yontemi ile Saflastirilmasi
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Bakteriyel pelletler, -20°C’de saklanmis numunelerden elde edilerek, bolim
3.2. bagliginda belirtilen yontem dogrultusun parcalanmig ve hiicre igi proteinlerin
ekstraksiyonu gerceklestirilmistir. Elde edilen protein lizati, ayn1 bdliimde
detaylandirilan His-Tag yontemi kullanilarak histidin etiketli PEP1-SMN1 proteininin
saflastirilmast i¢in isleme alinmistir. Saflagtirma siiresince, her bir ¢ozeltinin eklenmesi
sonrasinda protein analizi i¢in 0rnekler toplanmistir. Saflastirilmis proteinin dogrulama
analizi i¢in alinan lizat 6rnekleri, %12'SDS lik SDS jeli kullanilarak boliim 3.2. baghiginda
anlatilan SDS-PAGE ve boliim 3.2. de agiklanan Western blot yontemi ile incelenmis,

sonuglar Sekil 4.3, 4.4 ve 4.5 de gosterilmistir.

M 1 2 3 4

_— 11

M: marker, 1 Indiiklenmemis lizat, 2: Indiiklenmis lizat, (deneysel hatadan dolay1 yiikleme kayboldu) 3:
Sonikasyon sonrast ham ekstrakt, 4: Coziicii soliisyon sonrast pellet.

Sekil 4.3. PEP1-SMNL1 proteini saflastirilirken alinan 6rneklerden yapilan SDS jel
analizi
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_— g1

M: Marker, 1: sonikasyon ve santrifiij sonrasi 1. supernant 2: PBS ile yikama sonrasi supernatant, 3: PBS
ile ikinci yikama sonrasi supernatant, 4: Flow through, 5: Yikama soliisyonu sonrasi alinan 6rnek, 6:
eliisyon5.

Sekil 4.4. PEP1-SMNL1 proteini saflastirilirken alinan 6rneklerden yapilan SDS jel
analizi

Bu SDS analizine goére proteinlerin varligi kanitlandi ama nerede oldugunu

dogrulamak i¢in western analizinde 6rnekler yeniden farkli sirayla yiiklendi.

L

i

i

M: Marker, 1: Indiiklenmemis lizat, 2: Sonikasyon sonrasi alian ham ekstrakt, 3: Flow through, 4:
Yikama sonrast alinan 6rnek, 5: Eliisyon5

Sekil 4.5. Saflastirma sonrasi alinan PEP1-SMN1 proteini 6rnekleri ile western blot
sonucu.

Saflastirilan Proteine Diyaliz uygulamasi

Bolim 3.2. de bahsedilen protokol uygulanarak yikama soliisyonunda varlig
tespit edilen protein daha saf hale getirildi. BSA ile konsantrasyonu hesaplandi.

Dogrulugu kanitlamak i¢in diyaliz sonrasi western blot yapildi. Sekil 4.6 da

western sonucu gosterilmistir.
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~245
~180
~135

~100
~75
~63
~48
~35
~25

~20
=17

Sekil 4.6. Yikamadan alinan 6rnege diyaliz protokolii uygulanmast.

Uretilen PEP1-SMNL1 protein agirlig: 28kda oldugu bilindiginden ¢ikan gériintii

marker ile kontrol edildi ve proteinin varligi dogrulandu.
4.5. Rekombinant PEP1-SMN Proteininin Etkinliginin Degerlendirilmesi

4.5.1. Hiicre Soyuna Protein Uygulanmasi

37°C ve %5 CO, bulunan inkiibatérde bir gece boyunca bekletilen hiicreler
mikroskopla incelendi ve %50 yogunluga ulastiklar: tespit edildi. Hiicre gruplarindan biri
kontrol amaciyla inkiibatorde tutuldu.

Diger gruplara ise, diyaliz yontemi ile saflastirilmis ve BSA yontemiyle
konsantrasyonu 1 pg/mL olarak belirlenmis protein, total de 6 mL olan kiiltiire 151.5 pl
eklenerek son konsantrasyon 100 pg/mL ulasacak sekilde uygulandi. Protein uygulanan
hiicreler, 37°C ve %5 CO, kosullarinda biri 6 saat, digeri 12 saat siireyle inkiibatérde
bekletildi. 6 saatlik siirenin sonunda, flask inkiibatorden ¢ikarilarak besiyeri
uzaklastirildi. Hiicreler, 2 mL PBS ile hafifce yikanip PBS dokiildii ve iizerine 1.5 mL
tripsin eklendi. Flask, 2 dakika siireyle inkiibatorde bekletildi ve ardindan tripsin
aktivitesini durdurmak i¢in 3 mL %10 FBS iceren DMEM besiyeri eklendi. Hiicre
slispansiyonu, 15 mL'lik falcon tiipiine alind1 ve santrifiij islemi yapildi. Supernatant atild:
ve olusan pellet -20 °C ye western protokoliinde kullanilmak iizere stoklandi. Ayni
sekilde 12. saat sonunda protein uygulanmig ve uygulanmamis olan kontrol grubu

hiicrelerden protokole uygun sekilde pellet stogu alindi ve -20°C ye saklandi.
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Sekil 4.7. de hiicrelerin protein uygulanmadan onceki goriintiisii, protein
uygulandiktan sonra 6. Saat ve 12. Saat sonrasi mikroskop altinda ki goriintiisii

verilmistir.

3 4

1: SH-SY5Y hiicre ekiminden sonra 24. saat, 2: Protein uygulanmayan kontrol grubu 24. saat, 3: Son
konsantrasyon 100 pg/mL protein uygulanmasi sonrasi 6. saat, 4: Son konsantrasyon 100 pg/mL protein
uygulanmasi sonrast 12. Saat.

Sekil 4.7. Sh-SYS5Y hiicre soyuna protein uygulamasi

Protein Uygulama Sonras1 Western Analizi ile Dogrulama

Bolim 3.2. de verilmis olan SDS-page protokolii uygulandi. SDS-PAGE
isleminden sonra proteinlerin transferi amaciyla 6 cm x 8 cm boyutlarinda PVDF
membran kesildi. Membran, Western blot analizinde kullanilmak {izere metanol ile
slatildi. Transfer icin alt ve iist pedler, 45 ml transfer buffer ve 5 ml metanol igceren
cozeltide 5 dakika bekletildi. Islatma islemi tamamlandiktan sonra membran ve petlerin
fazla sivisi roller yardimiyla alindi. Western cihazina once iki alt pet yerlestirildi,
ardindan membran dikkatlice bu petlerin stiine konumlandirildi ve SDS-PAGE jeli
membranin tizerine yerlestirildi. Jel tizerine iist pedler yerlestirilerek cihazin iist kapagi
kapatildi ve sandvi¢ yapisi olusturuldu. Transfer islemi, Western blot cihazinda 25 volt

ve 1.3 amperde 7 dakika boyunca gergeklestirildi.
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Transfer isleminin ardindan membran, %5’lik siit tozu ¢ozeltisi igeren TBST
cozeltisine konularak, 4°C'de 40 rpm hizinda g¢alisan ¢alkalayicida gece boyunca
bloklama islemi i¢in bekletildi. Bloklama islemi sonras1 membran, ¢6zeltiden ¢ikarilarak,
10 ml TBST iginde ¢o6ziilmiis 5 uL Affinipure-Rabbit-Anti histag primer antikoru igeren
¢ozelti ile oda sicakliginda 2 saat boyunca 50 rpm'de ¢alkalandi. Bu siirenin ardindan
membran, TBST ¢ozeltisi ile ti¢ kez, her biri 15 dakika siiren yikama islemine tabi tutuldu.
Sekonder antikor ¢ozeltisi, 10 ml TBST i¢ine 10 mikrolitre Goat-Anti-Rabbit sekonder
antikor eklenerek hazirlandi. Yikanmis membran, bu ¢ozelti ile oda sicakliginda 2 saat
boyunca 50 rpm'de inkiibe edildi. inkiibasyon siiresi bittikten sonra membran, her biri 15
dakika siiren ii¢ ardisik yikama islemi ile TBST ¢ozeltisi kullanilarak yikandi. Son
asamada, membranin iizerine ECL soliisyonu dokiilerek, goriintiileme cihazinda analiz
islemi yapildi.

Uretilen PEP1-SMN1 proteinin hiicre membranindan gectigi gozlemlendi. Sekil

4.8’de western analiz sonucu verilmistir.

M 1 2 3 4

o i L | i
M: Marker, 1: Diyaliz sonras1 elde edilen saf protein, 2: Protein uygulanmayan kontrol grubu, 3: Hiicre
soyuna 100 pg/MI protein uygulanmasi sonrasi 6. saat, 4: Hiicre soyuna 100 pug/ mL protein uygulanmasi
sonrast 12. Saat

Sekil 4.8. Western analizi ile proteinin membrandan gegme potansiyelini gozlemleme.

Sonug olarak saflastirilan teropatik SMN1 proteininin 100 ug/ M| konsantrasyonda

12. saatte 37°C de hiicre membranindan gegtigi gozlemlendi.
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5. TARTISMA

Spinal miskiiler atrofi (SMA), 5q kromozomunda bulunan SMN1 genindeki
mutasyonlarin neden oldugu otozomal resesif bir genetik hastaliktir. Bu mutasyonlar,
motor noron kaybina yol acarak kas zayiflig1 ve atrofisine neden olur (88, 89). SMA,
genellikle maksimum motor fonksiyonuna gore alt tiplere ayrilir ve ¢ocukluk ¢aginda
baslayan tip I, II ve III en sik goriilen formlardir.

Tip I SMA, yasamin ilk 6 ayinda ortaya ¢ikar ve hastalar bagimsiz oturma
yetenegine ulasamaz. Tip Il SMA, 6 ila 18 ay arasinda baslar; bu hastalar oturma yetisine
sahip olsa da bagimsiz yiiriime kabiliyetine erisemezler. Tip 11l SMA ise 18 aydan sonra
baslar ve bu hastalar bagimsiz yiiriiyebilir (57, 90, 91).

Tipik klinik belirtiler nedeniyle tani siireci genellikle kolay kabul edilir.
Bacaklarda kollara kiyasla daha belirgin olan kas gii¢siizliigli, proksimal bolgede distale
oranla daha fazla zayiflik, yliz kaslarinin korunmasi, yaygin hipotoninin varligi,
reflekslerin kaybi ve karakteristik solunum paterni tip | SMA ig¢in belirgin ipuglaridir ve
bu durumda kas biyopsisi gibi ileri tetkiklere gerek olmadan genetik testler onerilir (19,
92, 93). Tip II hastalarinda da benzer motor ve solunum paternleri gézlemlenmekle
birlikte, daha hafif seyreden bu bulgular taninin diisiiniilmesi ve genetik testlerin
yapilmas1 i¢in yeterli kabul edilir. Tip III hastalarinda ise belirtiler daha hafif ve
Ozgiilliigii az olabileceginden, taninin dogrulanmasi igin genellikle elektromiyografi gibi
ek incelemeler kullanilir (24, 94). Genetik testler nispeten kolaydir ve vakalarin yaklagik
%95'inde ekzon 7 ve 8'deki delesyonlarla tan1 konur.

Klinik bulgular ve genetik analizlerin kolayligina ragmen, SMA tanisinin her
zaman hizli bir sekilde konulamadigi ve tani silirecinde gecikmeler yasanabildigi
bildirilmistir (95). Tanmin konmasi, genetik danismanligin saglanmasinin yani sira,
hastaliga 6zel bakim standartlarinin uygulanmasi agisindan da 6nem tasir (65, 66, 96). Yeni
tedavi seceneklerinin ticari olarak erisilebilir hale gelmesi, erken taninin dogrulanmasinin
Onemini artirmig, c¢ilinkii erken miidahalenin daha iyi1 sonuglarla iligkili oldugu
gosterilmistir (97-99).

Insan SMN proteini 294 amino asitten olusur, 38 kDa molekiiler agirhiga sahiptir
(44). SMNI genindeki kusurlarin sonucu, SMN2 tarafindan iiretilen tam uzunlukta ve
stabil SMN protein seviyelerinin azalmasidir. Tamamen SMN eksikligi embriyonik

donemde oliimciil iken, diisiik SMN seviyeleri, 6n boynuz hiicrelerinin dejenerasyonuna
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neden olarak motor noron kaybina ve buna bagli olarak iskelet kasi atrofisi ve giigsiizliige
yol agar (56). SMN2 geni, az miktarda tam uzunlukta SMN transkripti iiretebilmesine
ragmen, bireyler arasinda degiskenlik gésteren SMIN2 kopya sayisi, hastaligin siddetini
belirler; daha fazla SMN2 kopyasi genellikle daha hafif bir hastalik seyri ile iligkilidir
(100).

Son donemde, antisens oligoniikleotid (ASO) nusinersen ve onasemnogene
abeparvovec ile yapilan gen tedavisi SMA hastalari i¢in kullanima sunulmustur. Bunun
yan sira, faz Il ve III klinik ¢alismalarindan elde edilen olumlu sonuglar, diger tedavi
seceneklerinin de yakinda klinik pratige girebilecegi umudunu artirmistir (101).

Mevcut tedavi yaklasimlari, iki ana kategoriye ayrilabilir: SMN'ye Bagimli Gen
Terapileri ve SMN'den Bagimsiz Faktorleri hedefleyen tedaviler. SMN'ye bagimli gen
terapileri, SMN2'nin ekson dizilimini diizenleyen (nusinersen ve kiigiik molekiiller) veya
SMNI1 geninin yerini alan (onasemnogene abeparvovec) tedavileri icerir. SMN'den
bagimsiz tedaviler ise kas gili¢clendirme terapileri ve noroprotektif yaklasimlari
kapsamaktadir (102).

Bu tedavilerle beraber modern ila¢ kesfi ve gelistirme (Ar-Ge) caginda, protein
bazli tedaviler birgok ila¢ firmasi icin Oncelikli bir odak noktasti olmaya devam
etmektedir. Rekombinant biyolojik ajanlar, hastalikla iligkili yollar1 yiiksek 6zgiilliikle
tanimlayip modifiye edebilme yetenekleri nedeniyle, ¢esitli hastaliklarin tedavisinde
tercih edilen ilaglar olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (103). Protein bazli
terapotikler, farmakoloji endiistrisinde en hizli biiyliyen ila¢ kategorilerindendir. Bu
terapotiklerin biiyiik bir bolimii rekombinant proteinlerden olugmakta olup, diinya
genelinde tibbi uygulamalarda 170'ten fazla ¢esidi kullanilmaktadir. Ayrica, bu proteinler
kanser teshisi ve Onleyici tedavisi, bagisiklik sistemi bozukluklari, enfeksiyonlar ve
hastalik yonetimi gibi farkli alanlarda klinik denemelerde degerlendirilmektedir. Protein
bazli terapotikler, farmasdtik endiistrinin 6nemli bir parcasi haline gelmis olup, ilag
sirketleri bu proteinleri kullanarak yeni ve etkili tedaviler gelistirmeye yonelik
arastirmalara yogunlagsmaktadir (104).

Bu ¢alismada, PEP1-SMNI1 proteininin terapdtik amagla modifiye rekombinant
iiretimi membrandan gecis potansiyelinin incelenmesi hedeflenmistir. Bu siirecte
karsilagilan deneysel zorluklar, elde edilen bulgularin degerlendirilmesi ve literatiirle
karsilastirilmasi ¢alismanin bilimsel katkisin1 anlamak ag¢isindan 6nemlidir.

PEP1-SMNI1 proteininin iiretim ve hiicre membranindan gegis silirecinde elde

edilen sonuglar, proteinin hiicre i¢i tasinabilirligi a¢isindan olumlu bir potansiyel
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gostermistir. IPTG indiiksiyonu sirasinda yapilan deneylerde, proteinin iiretim
verimliligini artirmak i¢in farkli konsantrasyonlar, sicakliklar ve siireler test edilmis ve
en uygun kosullar 0.5 mM IPTG ile 30°C'de 4 saat olarak belirlenmistir. Bu bulgular,
literatiirde benzer calismalarin simirli olmasit nedeniyle O6nemli bir bilgi agigmi
kapatmaktadir.

Indiiksiyon sirasinda yasanan zorluklar, ¢alisma siirecinde &nemli bir yer
tutmustur. Literatiirde yeterli bilginin bulunmamasi nedeniyle bu siire¢, deneme yanilma
yontemiyle optimize edilmistir ve bu da zaman kaybina neden olmustur. Benzer sekilde,
proteinlerin SDS-PAGE analizine yiiklenmesi sirasinda ortaya ¢ikan jellesme sorunu,
proteinin analiz siirecini zorlastirmigtir. Bu sorun baslangigta buffer kaynakli olarak
diistiniilmiis ve PBS yerine RIPA buffer kullanilmigtir. Ancak, jellesmenin buffer ile ilgili
olmadigi, peletin asir1 yogunlugundan kaynaklandigi anlasilmis ve peletin daha az
miktarda yliklenmesiyle bu sorun giderilmistir.

Protein saflastirma siireci, calismanin en karmasik asamalarindan biri olmustur.
Kromatografi yontemleri kullanilarak yapilan denemelerde, protein siirekli pelet
kisminda kalmis ve eliisyon asamasina gegememistir. Kobalt ve nikel regineleri gibi farkli
kosullar denenmis, ancak sonug alinamamstir. Ure bazli tamponlar kullanilarak proteinin
¢Oziinlrligh artirllmis ve saflastirma islemi basarili bir sekilde gergeklestirilmistir.
Ancak, proteinin eliisyonu ek bir sorun yaratmis ve dializ islemi uygulanarak saf bir
protein elde edilmistir. Bu deneysel siiregler, SMA tedavisine yonelik protein {iretimi
sirasinda karsilasilan zorluklar1 ve ¢6ziim stratejilerini gostermektedir.

Ure, proteinlerin ¢dziiniirliigiinii artirmak igin yaygin olarak kullanilan giiclii bir
denatiiran olarak bilinir. Ancak, hiicre ve protein i¢in baz1 dezavantajlari vardir:

Ure, proteinin ikincil ve iigiinciil yapisin1 bozarak denatiire olmasma neden
olabilir. Bu, proteinin biyolojik aktivitesini kaybetmesine veya yanlis katlanmasina yol
agabilir. Ozellikle, denatiire olmus proteinlerin tekrar dogal formuna dénmesi zor olabilir.
Ure, hiicreler iizerinde toksik etkilere sahip olabilir. Hiicre kiiltiiriinde yiiksek
konsantrasyonlarda tire kullanimi, hiicrelerin metabolik aktivitesini bozabilir ve hiicresel
stres yanitlari1 tetikleyebilir. Bu da hiicre biiylimesini ve canliligim1 olumsuz
etkileyebilir.

Ure ile ¢dziinmiis proteinler, fonksiyonel analizler i¢in tekrar katlanma islemi
gerektirebilir. Bu iglem, proteinin tam fonksiyonunu kazanmasini saglamak i¢in zor ve
zaman alic1 olabilir. Eger uygun kosullar saglanmazsa, proteinler yanlis katlanarak

agregat olusturabilir.

45



Saflastirilan proteinin SH-SYSY hiicre hattina uygulanmasi, literatiirde benzer
caligmalarin bulunmamasi nedeniyle tamamen deneysel olarak optimize edilmistir. Farkli
konsantrasyonlar ve uygulama siireleri test edilerek, proteinin en etkili gegisini saglayan
sartlar belirlenmistir. Hiicre Kkiiltiiri olusturmanin uzun stirmesi, Ozellikle hiicre
pasajlamasi Ve hiicrelerin yiizeye yapigmasi gibi islemler nedeniyle zaman alic1 olmustur.
SDS ve Western blot asamalarina gecildiginde, hiicrelerin jellesmesi gibi bir sorun
yasanmis ve bu sorun sonikasyon islemi ile hiicrelerin homojen hale getirilmesiyle
¢Ozllmiistiir.

Bu ¢alismada elde edilen bulgular, SMA tedavisine yonelik terapdtik proteinlerin
tiretim ve hiicre uygulama siireclerinin optimize edilmesine dair yeni stratejiler
sunmaktadir. Literatiirde bu konuda smirli bilgi bulunmasi, bu calismanin literatiire
onemli bir katk1 yapmasini saglamaktadir. Elde edilen bulgular, PEP1-SMNL1 proteininin
hiicre i¢i tasmabilirligi ve terapdtik potansiyeli agisindan umut verici sonuglar ortaya
koymustur.

Calismanin bazi sinirlamalari, yalnizca belirli bir hiicre hattinin kullanilmasi ve bu
hiicre hattinda yapilan testlerin kapsami ile sinirli kalmasidir. Gelecekte yapilacak
caligmalar, farkli hiicre hatlar1 ve in vivo ¢aligmalar ile bu proteinin etkinligini daha

kapsamli bir sekilde degerlendirebilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu ¢aligmada, PEP1-SMNI proteininin modifiye rekombinant iiretimi ve SH-
SYS5Y hiicre hattinda membran geg¢isinin incelenmesi gergeklestirilmistir. Deneysel
siirecte, protein liretim ve saflagtirma asamalarinda ¢esitli zorluklar yasanmis ve bu
zorluklar, literatiirdeki sinirli bilgi nedeniyle deneme yanilma yontemiyle asilmuistir.
IPTG indiiksiyonu sirasinda en uygun konsantrasyon ve kosullar belirlenmis, protein
saflastirma sirasinda iire kullanilarak proteinin ¢oziiniirliigii artirllmistir. Elde edilen
sonugclar, proteinin hiicre membranindan gegisinin basarili oldugunu ve bu tiir terapotik
proteinlerin SMA tedavisinde potansiyel tasidigini goéstermistir. Bu bulgular, SMA
tedavisine yonelik protein temelli yaklagimlarin gelistirilmesine katkida bulunmakta ve
literatiire yeni bilgiler eklemektedir.

Gelecek c¢alismalarda, PEPI-SMN1 proteininin farkli hiicre hatlarinda test
edilmesi ve bu proteinin hiicre i¢i etkinliginin daha kapsamli bir sekilde degerlendirilmesi
Onerilmektedir. Ayrica, in vivo c¢aligmalarla proteinin biyolojik etkinliginin ve
giivenilirliginin arastirilmasi, klinik uygulamalara yonelik daha fazla bilgi saglayacaktir.
Ure kullanimiyla ilgili deneylerde, proteinin fonksiyonelligini koruyacak alternatif
tampon ve yontemlerin arastirilmasi, protein ¢oziiniirliigiini artirirken olumsuz etkileri
en aza indirmek igin 6nemlidir. Sonug olarak, bu ¢alismanin sundugu bulgular, teraptik
proteinlerin Uretiminde ve SMA tedavisine yonelik arastirmalarda rehberlik edecek

niteliktedir ve daha genis kapsamli ¢caligsmalarin temelini olusturabilir.

47



10.
11.

12.
13.

KAYNAKLAR

Verhaart IE, Robertson A, Wilson 1J, Aartsma-Rus A, Cameron S, Jones CC, et al.
Prevalence, incidence and carrier frequency of 5g-linked spinal muscular atrophy: a
literature review. Orphanet J Rare Dis. 2017;12:1-15.

Lefebvre S, Biirglen L, Reboullet S, Clermont O, Burlet P, Viollet L, et al.
Identification and characterization of a spinal muscular atrophy-determining gene.
Cell. 1995;80(1):155-65.

Monani UR, Lorson CL, Parsons DW, Prior TW, Androphy EJ, Burghes AH, et al.
A single nucleotide difference that alters splicing patterns distinguishes the SMA
gene SMN1 from the copy gene SMN2. Hum Mol Genet. 1999;8(7):1177-83.

Lorson CL, Androphy EJ. An exonic enhancer is required for inclusion of an essential
exon in the SMA-determining gene SMN. Hum Mol Genet. 2000;9(2):259-65.
Chaytow H, Huang YT, Gillingwater TH, Faller KM. The role of survival motor
neuron protein (SMN) in protein homeostasis. Cell Mol Life Sci. 2018;75:3877-94.
Wadman RI, Jansen MD, Stam M, Wijngaarde CA, Curial CA, Medic J, et al.
Intragenic and structural variation in the SMN locus and clinical variability in spinal
muscular atrophy. Brain Commun. 2020;2(2):fcaa075.

Arnold WD, Kassar D, Kissel JT. Spinal muscular atrophy: diagnosis and
management in a new therapeutic era. Muscle Nerve. 2015;51(2):157-67.

Nishio H, Niba ETE, Saito T, Okamoto K, Takeshima Y, Awano H. Spinal muscular
atrophy: the past, present, and future of diagnosis and treatment. Int J Mol Sci.
2023;24(15):119309.

Chaytow H, Faller KM, Huang Y-T, Gillingwater TH. Spinal muscular atrophy: from
approved therapies to future therapeutic targets for personalized medicine. Cell Rep
Med. 2021;2(7):100346.

Lunn MR, Wang CH. Spinal muscular atrophy. Lancet. 2008;371(9630):2120- 33.
Werdnig G. Zwei frithinfantile hereditire Félle von progressiver Muskelatrophie
unter dem Bilde der Dystrophie, aber anf neurotischer Grundlage. Arch Psychiatr
Nervenkr. 1891;22(2):437-80.

Pearn J. Classification of spinal muscular atrophies. Lancet. 1980;315(8174):919-22.
Dubowitz V. Very severe spinal muscular atrophy (SMA type 0): an expanding
clinical phenotype. Eur J Paediatr Neurol. 1999;3(2):49-51.

48



14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

Clermont O, Burlet P, Lefebvre S, Biirglen L, Munnich A, Melki J. SMN gene
deletions in adult-onset spinal muscular atrophy. Lancet. 1995;346(8991):1712-3.
Butchbach ME. Copy number variations in the survival motor neuron genes:
implications for spinal muscular atrophy and other neurodegenerative diseases. Front
Mol Biosci. 2016;3:7.

Pearn J. Incidence, prevalence, and gene frequency studies of chronic childhood
spinal muscular atrophy. J Med Genet. 1978;15(6):409-13.

Kolb SJ, Kissel JT. Spinal muscular atrophy: a timely review. Arch Neurol.
2011;68(8):979-84.

Singh A, Jain M, Kapadia R, Mahawar DK, Kakkar S, Dadhich J, et al. Review of
therapeutic options for spinal muscular atrophy. Scripta Med. 2021;52(2):151-9.
Finkel RS, McDermott MP, Kaufmann P, Darras BT, Chung WK, Sproule DM, et
al. Observational study of spinal muscular atrophy type | and implications for clinical
trials. Neurology. 2014;83(9):810-7.

Thomas N, Dubowitz V. The natural history of type | (severe) spinal muscular
atrophy. Neuromuscul Disord. 1994;4(5-6):497-502.

Zerres K, Rudnik-Schoneborn S. Natural history in proximal spinal muscular
atrophy: clinical analysis of 445 patients and suggestions for a modification of
existing classifications. Arch Neurol. 1995;52(5):518-23.

Von Gontard A, Zerres K, Backes M, Laufersweiler-Plass C, Wendland C, Melchers
P, et al. Intelligence and cognitive function in children and adolescents with spinal
muscular atrophy. Neuromuscul Disord. 2002;12(2):130-6.

Zerres K, Davies KE. 59th ENMC international workshop: spinal muscular
atrophies: recent progress and revised diagnostic criteria 17-19 April 1998,
Soestduinen, The Netherlands. Neuromuscul Disord. 1999;9(4):272-8.

Zerres K, Rudnik-Schoneborn S, Forrest E, Lusakowska A, Borkowska J,
Hausmanowa-Petrusewicz |. A collaborative study on the natural history of
childhood and juvenile onset proximal spinal muscular atrophy (type Il and 1lI
SMA): 569 patients. J Neurol Sci. 1997;146(1):67-72.

Piepers S, Van Den Berg L, Brugman F, Scheffer H, Ruiterkamp-Versteeg M, Van
Engelen B, et al. A natural history study of late onset spinal muscular atrophy types
3b and 4. J Neurol. 2008;255:1400-4.

Macleod MJ, Taylor JE, Lunt PW, Mathew CG, Robb SA. Prenatal onset spinal
muscular atrophy. Eur J Paediatr Neurol. 1999;3(2):65-72.

49



27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

McAndrew P, Parsons D, Simard L, Rochette C, Ray P, Mendell J, et al.
Identification of proximal spinal muscular atrophy carriers and patients by analysis
of SMNT and SMNC gene copy number. Am J Hum Genet. 1997;60(6):1411-22.
Vitte J, Fassier C, Tiziano FD, Dalard C, Soave S, Roblot N, et al. Refined
characterization of the expression and stability of the SMN gene products. Am J
Pathol. 2007;171(4):1269-80.

Burnett BG, Munoz E, Tandon A, Kwon DY, Sumner CJ, Fischbeck KH. Regulation
of SMN protein stability. Mol Cell Biol. 2009;29(5):1107-18

Cho S, Dreyfuss G. A degron created by SMN2 exon 7 skipping is a principal
contributor to spinal muscular atrophy severity. Genes Dev. 2010;24(5):438-42.

Le TT, Pham LT, Butchbach ME, Zhang HL, Monani UR, Coovert DD, et al.
SMNA7, the major product of the centromeric survival motor neuron (SMN2) gene,
extends survival in mice with spinal muscular atrophy and associates with full-length
SMN. Hum Mol Genet. 2005;14(6):845-57.

Singh RN, Howell MD, Ottesen EW, Singh NN. Diverse role of survival motor
neuron protein. Biochim Biophys Acta (BBA)-Gene Regul Mech.
2017;1860(3):299-315.

Setola V, Terao M, Locatelli D, Bassanini S, Garattini E, Battaglia G. Axonal-SMN
(a-SMN), a protein isoform of the survival motor neuron gene, is specifically
involved in axonogenesis. Proc Natl Acad Sci. 2007;104(6):1959-64.

Singh NN, Seo J, Rahn SJ, Singh RN. A multi-exon-skipping detection assay reveals
surprising diversity of splice isoforms of spinal muscular atrophy genes. PLoS ONE.
2012;7(11):e49595.

Seo J, Singh NN, Ottesen EW, Sivanesan S, Shishimorova M, Singh RN. Oxidative
stress triggers body-wide skipping of multiple exons of the spinal muscular atrophy
gene. PLoS ONE. 2016;11(4):e0154390.

Locatelli D, Terao M, Fratelli M, Zanetti A, Kurosaki M, Lupi M, et al. Human
axonal survival of motor neuron (a-SMN) protein stimulates axon growth, cell
motility, CC motif ligand 2 (CCL2), and insulin-like growth factor-1 (IGF1)
production. J Biol Chem. 2012;287(31):25782-94.

Cox RH, White AH, Gaylord CK. A video lesson series is effective in changing the
dietary intakes and food-related behaviors of low-income homemakers. J Am Diet
Assoc. 2003;103(11):1488-93.

Achsel T, Barabino S, Cozzolino M, Carri MT. The intriguing case of motor neuron

50



39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

disease: ALS and SMA come closer. Biochem Soc Trans. 2013;41(6):1593-7.
Cucchiarini M, Madry H, Terwilliger EF. Enhanced expression of the central survival
of motor neuron (SMN) protein during the pathogenesis of osteoarthritis. J Cell Mol
Med. 2014;18(1):115-24.

Chen HH, Chang JG, Lu RM, Peng TY, Tarn WY. The RNA binding protein hnRNP
Q modulates the utilization of exon 7 in the survival motor neuron 2 (SMN2) gene.
Mol Cell Biol. 2008;28(22):6929-38.

Chen YC, Chang JG, Jong YJ, Liu TY, Yuo CY. High expression level of Tra2- g1
is responsible for increased SMN2 exon 7 inclusion in the testis of SMA mice. PL0S
ONE. 2015;10(3):e0120721.

Ottesen EW, Howell MD, Singh NN, Seo J, Whitley EM, Singh RN. Severe
impairment of male reproductive organ development in a low SMN expressing
mouse model of spinal muscular atrophy. Sci Re. 2016;6(1):20193.

Swoboda KJ, Prior TW, Scott CB, McNaught TP, Wride MC, Reyna SP, et al.
Natural history of denervation in SMA: relation to age, SMN2 copy number, and
function. Ann Neurol. 2005;57(5):704-12.

Coovert DD, Le TT, McAndrew PE, Strasswimmer J, Crawford TO, Mendell JR, et
al. The survival motor neuron protein in spinal muscular atrophy. Hum Mol Genet.
1997;6(8):1205-14.

Miiller-Felber W, Vill K, Schwartz O, Glaser D, Nennstiel U, Wirth B, et al. Infants
diagnosed with spinal muscular atrophy and 4 SMN2 copies through newborn
screening—opportunity or burden. J Neuromuscul Dis. 2020;7(2):109-17.

Cusco I, Bernal S, Blasco-Pérez L, Calucho M, Alias L, Fuentes-Prior P, et al.
Practical guidelines to manage discordant situations of SMN2 copy number in
patients with spinal muscular atrophy. Neurol Genet. 2020;6(6):e530.

DiDonato CJ, Chen XN, Noya D, Korenberg JR, Nadeau JH, Simard LR. Cloning,
characterization, and copy number of the murine survival motor neuron gene:
homolog of the spinal muscular atrophy-determining gene. Genome Res.
1997;7(4):339-52.

Viollet L, Bertrandy S, Brunialti ALB, Lefebvre S, Burlet P, Clermont O, et al. cDNA
isolation, expression, and chromosomal localization of the mouse survival motor
neuron gene (Smn). Genomics. 1997;40(1):185-8.

Schrank B, Gotz R, Gunnersen JM, Ure JM, Toyka KV, Smith AG, et al. Inactivation

of the survival motor neuron gene, a candidate gene for human spinal muscular

51



50.

51.

52.

53.

54,

55.

56.

S7.

58.

59.

60.

61.

atrophy, leads to massive cell death in early mouse embryos. Proc Natl Acad Sci U
S A. 1997;94(18):9920-5.

Vitte JM, Davoult B, Roblot N, Mayer M, Joshi V, Courageot S, et al. Deletion of
murine Smn exon 7 directed to liver leads to severe defect of liver development
associated with iron overload. Am J Pathol. 2004;165(5):1731-41.

Monani UR, Sendtner M, Coovert DD, Parsons DW, Andreassi C, Le TT, et al. The
human centromeric survival motor neuron gene (SMN2) rescues embryonic lethality
in Smn—/-mice and results in a mouse with spinal muscular atrophy. Hum Mol Genet.
2000;9(3):333-9.

Hsieh-Li HM, Chang J-G, Jong Y-J, Wu M-H, Wang NM, Tsai CH, et al. A mouse
model for spinal muscular atrophy. Nat Genet. 2000;24(1):66-70.

Michaud M, Arnoux T, Bielli S, Durand E, Rotrou Y, Jablonka S, et al.
Neuromuscular defects and breathing disorders in a new mouse model of spinal
muscular atrophy. Neurobiol Dis. 2010;38(1):125-35.

Boon KL, Xiao S, McWhorter ML, Donn T, Wolf-Saxon E, Bohnsack MT, et al.
Zebrafish survival motor neuron mutants exhibit presynaptic neuromuscular junction
defects. Hum Mo Genet. 2009;18(19):3615-25.

Hao LT, Burghes AH, Beattie CE. Generation and Characterization of a genetic
zebrafish model of SMA carrying the human SMN2 gene. Mol Neurodegene 2011;6:1-9.
Kolb SJ, Kissel JT. Spinal muscular atrophy. Neuro Clin. 2015;33(4):831-46.
Crawford TO, Paushkin SV, Kobayashi DT, Forrest SJ, Joyce CL, Finkel RS, et al.
Evaluation of SMN protein, transcript, and copy number in the biomarkers for spinal
muscular atrophy (BforSMA) clinical study. PLoS ONE. 2012;7(4):e33572.
Wadman RI, Stam M, Jansen MD, van der Weegen Y, Wijngaarde CA, Harschnitz
O, et al. A comparative study of SMN protein and mRNA in blood and fibroblasts in
patients with spinal muscular atrophy and healthy controls. PLoS ONE. 2016;11
(11):e0167087.

Jodelka FM, Ebert AD, Duelli DM, Hastings ML. A feedback loop regulates splicing
of the spinal muscular atrophy-modifying gene, SMN2. Hum Mol Genet.
2010;19(24):4906-17.

Lorson CL, Hahnen E, Androphy EJ, Wirth B. A single nucleotide in the SMN gene
regulates splicing and is responsible for spinal muscular atrophy. Proc Natl Acad Sci
US A. 1999;96(11):6307-11.

Hua Y, Vickers TA, Baker BF, Bennett CF, Krainer AR. Enhancement of SMN2

52



62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

exon 7 inclusion by antisense oligonucleotides targeting the exon. PLoS Biol.
2007;5(4):e73.

Lipnick SL, Agniel DM, Aggarwal R, Makhortova NR, Finlayson SG, Brocato A, et
al. Systemic nature of spinal muscular atrophy revealed by studying insurance
claims. PLoS ONE. 2019;14(3):e0213680.

Wang CH, Finkel RS, Bertini ES, Schroth M, Simonds A, Wong B, et al. Consensus
statement for standard of care in spinal muscular atrophy. J Child Neurol.
2007;22(8):1027-49.

Bladen CL, Thompson R, Jackson JM, Garland C, Wegel C, Ambrosini A, et al.
Mapping the differences in care for 5,000 spinal muscular atrophy patients, a survey
of 24 national registries in North America, Australasia and Europe. J Neurol.
2014;261:152-63.

Mercuri E, Finkel RS, Muntoni F, Wirth B, Montes J, Main M, et al. Diagnosis and
management of spinal muscular atrophy: Part 1: Recommendations for diagnosis,
rehabilitation, orthopedic and nutritional care. Neuromuscul Dis. 2018;28(2):103-15.
Finkel RS, Mercuri E, Meyer OH, Simonds AK, Schroth MK, Graham RJ, et al.
Diagnosis and management of spinal muscular atrophy: Part 2: Pulmonary and acute
care; medications, supplements and immunizations; other organ systems; and ethics.
Neuromuscul Dis. 2018;28(3):197-207.

Claborn MK, Steveb DL, Walker CK, Gildon BL. Nusinersen: a treatment for Spinal
muscular atroph. Ann Pharmacother. 2019;53(1):61-9.

Passini MA, Bu J, Richards AM, Kinnecom C, Sardi SP, Stanek LM, et al. Antisense
oligonucleotides delivered to the mouse CNS ameliorate symptoms of severe spinal
muscular atrophy. Sci Transl Med. 2011;3(72):72ral8-72ral8.

Hoy SM. Nusinersen: first global approval. Drugs. 2017;77:473-9.

Goyal N, Narayanaswami P. Making sense of antisense oligonucleotides: a narrative
review. Muscle Nerve. 2018;57(3):356-70.

Luu KT, Norris DA, Gunawan R, Henry S, Geary R, Wang Y. Population
pharmacokinetics of nusinersen in the cerebral spinal fluid and plasma of pediatric
patients with spinal muscular atrophy following intrathecal administrations. The J
Clin Pharmacol. 2017;57(8):1031-41.

Poirier A, Weetall M, Heinig K, Bucheli F, Schoenlein K, Alsenz J, et al. Risdiplam
distributes and increases SMN protein in both the central nervous system and

peripheral organs. Pharmacol Res Perspect. 2018;6(6):e00447.

53



73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

Mercuri E, Baranello G, Boespflug-Tanguy O, De Waele L, Goemans N, Kirschner
J, et al. Risdiplam in types 2 and 3 spinal muscular atrophy: a randomised, placebo-
controlled, dose-finding trial followed by 24 months of treatment. Eur J Neurol.
2023;30(7):1945-56.

Oskoui M, Gonorazky H, McMillan HJ, Dowling JJ, Amin R, Gagnon C, et al.
Guidance on Gene Replacement Therapy in Spinal Muscular Atrophy: A Canadian
Perspective. Can J Neurol Sci. 2022;49(3):398-401.

Markati T, Fisher G, Ramdas S, Servais L. Risdiplam: an investigational survival
motor neuron 2 (SMN2) splicing modifier for spinal muscular atrophy (SMA).
Expert Opin Investig Drugs. 2022;31(5):451-61.

Dayton RD, Wang DB, Klein RL. The advent of AAV9 expands applications for
brain and spinal cord gene delivery. Expert Opin Biol Ther. 2012;12(6):757-66.
Valori CF, Ning K, Wyles M, Mead RJ, Grierson AJ, Shaw PJ, et al. Systemic
delivery of sScAAV9 expressing SMN prolongs survival in a model of spinal muscular
atrophy. Sci Transl Med. 2010;2(35):35ra42-35ra42.

Foust KD, Wang X, McGovern VL, Braun L, Bevan AK, Haidet AM, et al. Retracted
Article: Rescue of the spinal muscular atrophy phenotype in a mouse model by early
postnatal delivery of SMN. Nat Biotechnol. 2010;28(3):271-4.

Blair HA. Onasemnogene Abeparvovec: A review in spinal muscular atrophy. CNS
Drugs. 2022;36(9):995-1005.

Biedler JL, Helson L, Spengler BA. Morphology and growth, tumorigenicity, and
cytogenetics of human neuroblastoma cells in continuous culture. Cancer Res.
1973;33(11):2643-52.

Ross RA, Spengler BA, Biedler JL. Coordinate morphological and biochemical
interconversion of human neuroblastoma cells. J Nat Cancer Inst. 1983;71(4):741-7.
Encinas M, Iglesias M, Liu Y, Wang H, Muhaisen A, Cena V, et al. Sequential
treatment of SH-SY5Y cells with retinoic acid and brain-derived neurotrophic factor
gives rise to fully differentiated, neurotrophic factor-dependent, human neuron-like
cells. J Neurochem. 2000;75(3):991-10CELLOS.

Biedler JL, Roffler-Tarlov S, Schachner M, Freedman LS. Multiple neurotransmitter
synthesis by human neuroblastoma cell lines and clones. Cancer Res.
1978;38(11):3751-7.

Lopez-Carballo G, Moreno L, Masia S, Pérez P, Barettino D. Activation of the
phosphatidylinositol 3-kinase/Akt signaling pathway by retinoic acid is required for

54



85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

neural differentiation of SH-SY5Y human neuroblastoma cells. J Biol Chem.
2002;277(28):25297-304.

Heusinkveld HJ, Westerink RH. Comparison of different in vitro cell models for the
assessment of pesticide-induced dopaminergic neurotoxicity. Toxicol In Vitro.
2017;45:81-8.

Jantas D, Pytel M, Mozrzymas J, Leskiewicz M, Regulska M, Antkiewicz-Michaluk
L, et al. The attenuating effect of memantine on staurosporine-, salsolinol-and
doxorubicin-induced apoptosis in  human neuroblastoma SH-SY5Y cells.
Neurochem Int. 2008;52(4-5):864-77.

Shipley MM, Mangold CA, Szpara ML. Differentiation of the SH-SY5Y human
neuroblastoma cell line. J Vis Exp JOVE. 2016(108):53193.

D'Amico A, Mercuri E, Tiziano FD, Bertini E. Spinal muscular atrophy. Orphanet J
Rare Dis. 2011;6:1-10.

Mercuri E, Bertini E, lannaccone ST. Childhood spinal muscular atrophy:
controversies and challenges. The Lancet Neurol. 2012;11(5):443-52.

Darras BT, Markowitz JA, Monani UR, Darryl C. Spinal muscular atrophies.
Neuromuscul Disord Infancy Childhood Adolesc. 2015:117-45.

TL M. International SMA consortium meeting.(26-28 June 1992, Bonn, Germany).
Neuromuscul Disord. 1992;2:423-8.

Bach JR, Baird JS, Plosky D, Navado J, Weaver B. Spinal muscular atrophy type 1:
management and outcomes. Pediatr Pulmonol. 2002;34(1):16-22.

Oskoui M, Levy G, Garland C, Gray J, O’hagen J, De Vivo D, et al. The changing
natural history of spinal muscular atrophy type 1. Neurology. 2007;69(20):1931-6.
Zerres K. Natural history in proximal spinal muscular atrophy (SMA). Clinical
analysis of 445 patients and suggestions for a modification of existing classifications.
Arch Neurol. 1995;52:18-23.

Lin CW, Kalb SJ, Yeh WS. Delay in diagnosis of spinal muscular atrophy: a
systematic literature review. Pediatr Neurol. 2015;53(4):293-300.

Lawton S, Hickerton C, Archibald AD, McClaren BJ, Metcalfe SA. A mixed
methods exploration of families’ experiences of the diagnosis of childhood spinal
muscular atrophy. Eur J Hum Genet. 2015;23(5):575-80.

Finkel RS, Mercuri E, Darras BT, Connolly AM, Kuntz NL, Kirschner J, et al.
Nusinersen versus sham control in infantile-onset spinal muscular atrophy. N Engl J
Med. 2017;377(18):1723-32.

55



98.

99

100.

101.

102.

103.

104.

Mercuri E, Darras BT, Chiriboga CA, Day JW, Campbell C, Connolly AM, et al.
Nusinersen versus sham control in later-onset spinal muscular atrophy. N Engl J Med.
2018;378(7):625-35.

. Mendell J, Al-Zaidy S, Shell R, Arnold W, Rodino-Klapac L, Prior T, et al. AVXS-
101 phase 1 gene therapy clinical trial in SMA type 1: end-of-study event free
survival and achievement of developmental milestones. Neuromuscul Disord.
2017;27(2):S208.

Monani UR. Spinal muscular atrophy: a deficiency in a ubiquitous protein; a motor
neuron-specific disease. Neuron. 2005;48(6):885-95.

Finkel RS, Chiriboga CA, Vajsar J, Day JW, Montes J, De Vivo DC, et al. Treatment
of infantile-onset spinal muscular atrophy with nusinersen: a phase 2, open-label,
dose-escalation study. Lancet. 2016;388(10063):3017-26.

Chen TH. New and developing therapies in spinal muscular atrophy: from genotype
to phenotype to treatment and where do we stand? Int J Mol Sci. 2020;21(9):3297.
Walsh G. Biopharmaceutical benchmarks 2018. Nat Biotechnol. 2018;36(12):1136-
45,

Kintzing JR, Interrante MVF, Cochran JR. Emerging strategies for developing next-
generation protein therapeutics for cancer treatment. Trends Pharmacol Sci.
2016;37(12):993-1008.

56



EK-1. Ozgecmis

EKLER

57



EK-2. Etik Kurul Onay1

58



	Boş Sayfa



