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ÖZET 

SMA HASTALIĞININ TEDAVİSİNDE KULLANILMAK ÜZERE 
REKOMBİNANT SMN1 PROTEİNİNİN ÜRETİLMESİ VE SAFLAŞTIRILMASI 

YÜKSEK LİSANS TEZİ 
HASAN ÇAPRAZ 

BALIKESİR ÜNİVERSİTESİ FEN BİLİMLERİ ENSTİTÜSÜ 
MOLEKÜLER BİYOLOJİ VE GENETİK 

(TEZ DANIŞMANI: PROF. DR. FERAY KÖÇKAR) 
(EŞ DANIŞMAN: DOÇ. DR. ESRA TOKAY) 

BALIKESİR,  HAZİRAN - 2024 
 

Spinal Musküler Atrofi, omurilikteki anteriyor horn hücrelerinin kalıcı bozulmasıyla 
oluşan kas zayıflığı ve atrofi olarak tanımlanan hastalıktır. 10000 doğumda bir çocuğu 
etkileyen otozomal resesif olan SMA, bebek ölümlerindeki en yaygın genetik nedendir. 
SMA hastalığı SMN1 genindeki defektlerle ortaya çıkmaktadır. SMA’nın, 4 tipi 
bulunmaktadır. Dünyada tedavi stratejileri oldukça kısıtlı ve çok pahalıdır. Bu tez 
çalışmasında rekombinant SMN1 proteini TAT peptidi ile birlikte oluşturulacaktır ve ilaç 
oluşturma potansiyeli in vitro olarak değerlendirilmesi hedeflenmiştir. Yapılan çalışmalar 3 
iş paketinden oluşmaktadır. İlk olarak, SMN1 geni pEGFP/N2 vektörü içerisinden 
restriksiyon enzimler ile kesilerek, pET-21a vektörüne klonlanmıştır. Bu klon SMN1-pET-
21a olarak isimlendirildi. İkinci aşamada bu klonun yanına SMN1 proteininin hücre 
membranından geçişini sağlaması amacıyla hücre geçiş protein dizileri (TAT dizisi) 
klonlanmıştır.  Bu klonun adı TAT-SMN1-pET21-a olarak isimlendirildi. Kontrol amaçlı 
boş pET-21a plasmidi kullanılmıştır. Tüm plazmitler E.coli BL21(DE)3 bakteri soylarına 
transforme edilmiştir. İkinci iş paketinde ise, E.coli BL21(DE)3 bakterileri IPTG ile 
indüklenmiştir. Ardından Ni-Nta yöntemiyle üretilen protein lizatından histidin kuyruğuna 
sahip TAT-SMN proteini saflaştırıldı. Saflaştırma Western blot ve SDS-Page ile 
doğrulanmıştır. dı. Üçüncü iş paketinde ise rekombinant protein aktivitesinin in vitro 
koşullarda etkisinin incelenmesi için SH-SY5Y hücrelerinde SMN1 gen ifadesi lentiviral 
pLKO1 plasmidi ile shRNA sistemi ile susturulmuştur. Tek koloni seçiminden sonra, elde 
edilen kolonilerde susturmanın gerçekleştiği, mRNA ve protein seviyesinde 
doğrulanmıştır. Ardından, saflaştırılan rekombinant protein farklı konsantrasyonda ve 
zamanlarda hücrelere uygulanmıştır. Rekombinant proteinin hücre canlılığına etkisi MTT 
analizi ile belirlenmiştir. Hücre içerisine girip girmediği immunofloresan tekniği 
kullanılarak belirlendi. Daha sonra, SH-SY5Y ve SMN1 ifadesi susturulmuş hücrelere 
farklı konsanstrasyonlarda rekombinant TAT-SMN proteini uygulanarak, hücrelerdeki 
SMN protein seviyeleri immunofloresan tekniğiyle belirlendi. Üretilen ilaç adayının in 
vitro aktivite deneylerinde başarılı olduğu belirlenmiştir. 

ANAHTAR KELİMELER: SMA, SMN, Rekombinant, Protein, Saflaştırma 
 
Bilim Kod / Kodları : 20603, 20606, 20610 Sayfa Sayısı : 113 
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ABSTRACT 

PRODUCTİON AND PURİFİCATİON OF RECOMBİNANT SMN1 PROTEİN 
FOR USİNG İN THE TREATMENT OF SMA DİSEASE 

MSC THESIS 
HASAN ÇAPRAZ 

BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE 
MOLECULAR BIOLOGY AND GENETICS 

(SUPERVISOR: PROF. DR. FERAY KÖÇKAR ) 
(CO-SUPERVISOR: DOÇ. DR. ESRA TOKAY ) 

BALIKESİR,  JUNE - 2024 
 

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

sapında α-motor nöronlarının dejenerasyonu ile buna bağlı güçsüzlük ve kas atrofisi ile 

karakterize, felce ve ölüme yol açan ciddi bir nöromusküler hastalıktır. Hastalığın 

ilerleyişi, diğer dejeneratif motor nöron hastalıklarına kıyasla farklı bir patern izler. SMN 

proteini eksikliğinin sebep olduğu, yaşamsal kaslardaki güç kaybı ve motor 

fonksiyonlarının azalışı hastalığın başlangıcında en fazla görülür. Bu hızlı düşüşün 

ardından, hastalık daha yavaş ilerler ve genellikle erken yaşta ölümle sonuçlanır [1]. Bebek 

ölümlerinin en önde gelen genetik nedeni olan SMA hastalığı [2], her 10.000 canlı 

doğumda bir hasta ve her 60 yetişkin bireyden birinde taşıyıcı olduğu gözlemlenmiştir [3].  

 

SMA, ilk olarak 1891’de Guido Werdnig tarafından iki erkek kardeş üzerinde yapılan 

çalışmalar sırasında orta ve şiddetli formlarıyla tanımlanmıştır [4]. Daha sonra, Johan 

Hoffmann, yedi farklı vaka üzerindeki incelemeleri sırasında bu hastalığı daha da 

belirginleştirmiştir. Bir yüzyıl sonra, hastalığın kaynağının 5q11.2-q13.3 lokasyonunda 

bulunan bir gen olduğu keşfedilmiştir. Hastalığa neden olan bu gene, 1995 yılında SMN 

adı verilmiştir [1]. Bu konumda, dört farklı gen bulunmaktadır ve her biri belirli bir protein 

kodlar: SMN1 geni, SMN olarak bilinen proteini kodlar. NAIP geni, Nöronal Apoptozis 

inhibitör proteini kodlar. GTF2H2A geni, genel transkript faktörü 2H, p44’ü kodlar. 

SERF1A geni, küçük EDRK-zengin Faktör1A’yı kodlar. İnsan genomunun 5. 

kromozomunda, yalnızca insanlara özgü olan ve yaklaşık 500 kilobaz (kb) büyüklüğünde 

bir ters dönmüş duplikasyonlar bulunmaktadır. Bu duplikasyonlar içerisinde yer alan 

genlerden SERF1B, orijinal genin tam bir kopyasıdır. Diğer genler ise, SMN2, Ψ 

GTF2H2B ve Ψ NAIPΔ5 genleri, orijinal genlerine göre çok az sayıda nükleotid 

farklılığına sahiptir. Bu farklılıklar Şekil 1.1’de gösterilmiştir. SMN proteini, SMN1 ve 

SMN2 olmak üzere iki gen tarafından kodlanır. Ancak, alternatif splays nedeniyle SMN2, 

ağırlıklı olarak %90 işlevsiz SMN proteini üretir. Bu durum, genlerin ve proteinlerin 

karmaşık etkileşimlerini ve işlevlerini gösterir [5, 6]. 
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Şekil 1.1: Kromozomun 5q13. bölgesinin yerleşim düzeni [6]. 

 

1.2 SMA TİPLERİ 

En sık rastlanan otozomal resesif hastalıklardan biri olan SMA [3], kaslardaki motor 

fonksiyonlarının bozukluğu, kas zayıflığı ve progresif sakatlık, tüm SMA fenotiplerinin 

karakteristiğidir [7]. SMA’nın şiddeti, başlangıç yaşına ve SMN2 geninin kopya sayısına 

göre farklı gruplar arasında önemli ölçüde değişkenlik gösterir [8]. SMA daha sonra 

semptomların başlama yaşı ve elde edilen maksimum motor fonksiyona göre 4 klinik tipte 

sınıflandırılmıştır. SMA tipleri tablo 1’de özetlenmiştir [9]. 

Tablo 1.1: Spinal Musküler Atrofi Sınıflandırması [9]. 

SMA Tipi  Başlama Yaşı  Motor Yetiler  Ölüm 

I (Werdnig- Hoffmann Hast) 0-6 ay Yardımsız oturamaz <2 yaş 

II (İntermediate form) <18 ay Oturabilir, yürüyemez 
 

>2 yaş 

III (Kugelberg-Welander Hast.) 1.5- 18 yaş Belirli bir yaşa kadar 
yürüyebilir. 

Yetişkin 

IV (Yetişkin tip) 30- 40 yaşlar Yürüme kusuru 
Normal 
yaşam 

 

1.2.1 SMA TİP 1 

SMA Tip 1, aynı zamanda Werdnig-Hoffmann hastalığı olarak bilinir, Spinal Musküler 

Atrofinin en yaygın çeşidini oluşturur. SMA hastalarının yaklaşık %50 ila %60’ını kapsar 

[10]. 6 aydan önce başlayan bağımsız oturamama en temel göstergesidir. (Wadman ve ark., 

2014). Bebeklik döneminde derin kas zayıflığı [11] ve solunum yetmezliği oluşturarak, 2 

yaşından önce ölüme yol açar [12]. Araştırmalar, SMA tip 1 hastalarının ciddiyete göre 

daha da alt gruplara ayrılabileceğini göstermiştir [11]. 
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1.2.2 SMA TİP 2 

Ara form SMA olarak da bilinen SMA tip 2, tipik olarak SMA tip 1’de görülenlerden daha 

az şiddetli olan kas güçsüzlüğü ve motor zorluklar gibi semptomlarla kendini gösterir [13]. 

SMA tip 2 hastaları dik oturma becerisi ile karakterize edilir ancak hastalar bağımsız 

olarak yürüyemez [14, 15]. Bu hastalarda kreatinin seviyeleri tip 1’e kıyasla daha yüksek 

bulunmuştur [16]. Ayrıca, SMA tip 2’de zaman içinde kas kalınlığının azalması tip 1’e 

kıyasla daha az şiddetlidir [17]. 

 

1.2.3 SMA TİP 3 

Hafif form SMA olarak da bilinen Spinal Musküler Atrofi tip 3, tip 1 ve 2’ye kıyasla 

hastalığın daha hafif bir formunu temsil eder. SMA tip 3 hastalarında tipik olarak 

semptomlar daha geç başlar [18]. Hastalarda çeşitli derecelerde kas güçsüzlüğü ve atrofi 

görülebilir [19], ancak tip 1 ve 2’ye kıyasla kas güçsüzlüğünde daha az şiddetli bir ilerleme 

görülür [18]. 

 

1.2.4 SMA TİP 4 

SMA hastalarının yalnızca %5’ini oluşturan Tip 4 SMA hastaları, hastalığın en hafif 

formuna sahiptir ve ayakta tedavi görürler. Bu formun belirtileri, Tip 3 SMA ile büyük 

ölçüde benzerlik gösterir ve yalnızca yetişkinlik döneminde daha geç başlamasıyla ayrılır 

[20]. 

 

1.3 SMN Proteini ve Görevleri 

SMN genleri, 294 amino asitlik 38 kDa büyüklüğünde bir protein kodlar [21]. İnsan SMN 

proteini, merkezi bir Tudor domaini, C-terminal prolin zengini bölge, YG bölgeleri, N-

terminal Gemin2- ve nükleik asit bağlayıcı bölgeler içerir. Bu bölgeler Şekil 1.2’de 

gösterilmiştir [21]. 

 

 

Şekil 1.2: SMN proteininin şematik gösterimi. Rakamlar ekzonları göstermektedir [22]. 
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SMN proteini için yapılan filogenetik analizler sonucu evrimsel süreç boyunca yüksek 

düzeyde korunduğu ve şempanze genomunda SMN1 geninin birden fazla kopyasının 

olduğu keşfedilmiştir. Bu çalışmalar, SMN proteininin evrimsel süreçteki önemini ve 

biyolojik işlevinin kritik olduğunu göstermektedir. [23]. 

 

SMN proteini her yerde ifade edilir ve RNA ekleme, transkripsiyon, sitoplazmik taşıma, 

apoptoz ve ribozomal işlemede çeşitli işlevleri vardır [24]. Sitoplazma, nükleoplazma ve 

nükleer Cajal Cisimcikleri (CC) dahil olmak üzere çeşitli hücresel bölmelere lokalize olur 

[25]. 

 

Somatik hücrelerde, çekirdekte ve sitoplazmada bulunan SMN proteininin ana işlevi, RNA 

metabolizmasında önemli bir rol oynayan ve snRNP’ler olarak bilinen küçük nükleer 

ribonükleoprotein parçacıklarının birleştirilmesini düzenlemektir [21]. SMN proteini, 

Gemin alt birimleri içerir ve splaysozomal snRNP’lerin birleştirilmesinde kritik öneme 

sahiptir. Bu kompleks, snRNP’lerin ve potansiyel olarak diğer ribonükleoprotein 

partiküllerinin sitoplazmik birleşimine dahil olurken, aynı zamanda pre-mRNA splayzına 

ve transkriptozomların oluşumuna katkı sağlar [26-28].  

 

SMN, ayrıca U snRNP’lerin biyogenezi için de gereklidir ve bu süreçteki kusurlar pre-

mRNA’ların spesifik splays inhibisyonu ile ilişkilendirilmiştir [26, 29]. Ayrıca SMN 

proteinleri aksogenezde, akson büyümesi ve bakımı ile ilgili spesifik nöronal 

mekanizmalarda ve telomeraz biyogenezinde rol oynadığı keşfedilmiştir [30, 31].  

 

SMN proteini; snRNP’lerin moleküler etkileşimleri ve fonksiyonları, RNA işleme, pre-

mRNA birleştirme, hücresel homeostaz, hücre yaşamının sürdürülmesi ve nöronların 

stabilitesi için gereklidir. 

 

SMN sitoplazmada, nöronal büyüme konilerinde, nöronal uzantılarda ve çekirdekte 

bulunan her yerde ifade edilen bir proteindir. Çekirdekte SMN, geminler adı verilen 

subnükleer cisimler oluşturur. SMN proteininin çeşitli görevleri Şekil 1.3’te gösterilmiştir. 

SMN proteini, aktin hücre iskeleti dinamiklerinde, RNA metabolizmasında, mRNA 

taşınmasında, ubikitin homeostazında, biyoenerjetik yolakta ve sinaptik vezikül 

salınımında rolü vardır, ancak SMA’dan tek başına sorumlu değildir [32]. 
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Şekil 1.3: Nöronal hücrelerde SMN’nin lokalizasyonu ve fonksiyonları [32]. 

 

SMA’nın genetik temeli, SMN1 genindeki mutasyonları içerir ve bu da motor nöronun 

hayatta kalması için gerekli olan SMN proteininin eksikliğine yol açar. Ayrıca SMA’nın 

şiddeti, SMN2 geninin kopya sayısından etkilenir; daha fazla kopya, daha hafif hastalık 

belirtileriyle ilişkilendirilir. İnsanlarda, her bir alel üzerinde Sağkalım Motor Nöron (SMN) 

geninin iki farklı formu mevcuttur. Birincisi telomerik form olarak bilinen tek bir gen olan 

SMN1. Diğeri ise sentromerik olan ve birden fazla kopyası bulunan SMN2 geni [33]. 

SMN1 ve SMN2 genleri arasında sadece 5 baz çifti farklıdır. Kodlama sekansları ise 

sadece tek bir nükleotid farklılık gösterir. SMN2’nin tek bir kodlayıcı varyant değişikliği 

c.840C>T, (Sitozin>Timin sübstitüsyonu) bir ekzonik ekleme arttırıcıyı (ESE) etkisiz hale 

getirir ve aynı anda transkripsiyon sırasında ekzon 7’nin atlanmasına ve dolayısıyla eksik 

ve hızla bozulabilen SMN proteinine yol açar [34]. Bu etki, SMN2’den elde edilen 

transkriptlerin yaklaşık %90’unda ekzon eksikliğine yol açar [35]. SMN1 ve SMN2 

genlerinin ürettiği SMN proteini farklılıkları Şekil 1.4’te gösterilmiştir. 
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Şekil 1.4: SMN1 ve SMN2 tarafından üretilen SMN proteinlerinin farkı [35]. 

 

Sentromerik SMN (SMNc-SMN2) geni, %90 SMNΔ7 adı verilen stabil olmayan bir 

proteinin ve %10 verimli çalışabilen SMN proteini, üretimlerini gerçekleştirir [32]. SMN2 

geninin intron 7 bölgesinde bulunan ve ISS-N1 olarak adlandırılan önemli bir sekans, 

transkripsiyon sırasında ekzon 7’nin atlanmasına katkıda bulunur [36]. Telomerik SMN 

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

 

SMN1’in homozigot delesyonu ölümcüldür. SMN1’deki delesyonlar veya intragenik 

mutasyonlar SMA’nın tüm formlarında bulunur [33]. SMA hastalarının yaklaşık %95’i 

SMN1 ekzon 7’nin homozigot delesyonuna sahipken; geriye kalan %5’i SMN1 heterozigot 

delesyonuna ve nokta mutasyonuna sahiptir [38]. SMA hastalarındaki fenotipik 

değişkenlik, SMN2 geninin kopya sayısı ile ilişkilidir. SMN2’nin kopya sayısı hastalığın 

şiddeti ile doğru orantılıdır [39]. SMN2 kopya sayısı azaldıkça hastalığın şiddeti artar. 

SMN2’nin 5 veya daha fazla kopyasına sahip bireylerde hiçbir semptom görülmeyebilir 

[40]. 

 

1.3.1 DNA Metabolizmasındaki Görevleri 

RAD51 tarafından yönlendirilen DNA rekombinasyonu olarak da adlandırılan homolog 

rekombinasyon (HR), DNA çift iplik kopmalarının (DSB’ler) onarımında, genomik 
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stabiliteyi korumada ve DNA onarımını desteklemede kritik bir rol oynar. Bu mekanizma, 

hücrenin yaşamını sürdürebilmesi için, özellikle genomik hasarın uygun bir şekilde 

onarılmaması durumunda mutasyonlara, kansere ve diğer hastalıklara neden olabileceği 

için önemlidir [41]. 

 

SMN-GEMIN2 kompleksinin yapısal incelemesi, SMN ve GEMIN2 arasındaki özel tuz 

köprüleri ve hidrojen bağlarını açığa çıkararak, bu iki bileşen arasındaki yoğun ilişkiyi 

göstermiştir [42]. Bu sıkı ilişki, GEMIN2’nin SMN proteininin işleyişinde gerekli olduğu 

ve kompleksin genel işlevselliği üzerindeki önemini vurgulayan sonuçlarla daha da 

kanıtlanmıştır [43]. 

 

SMN ve GEMIN2 arasındaki etkileşim, özellikle RAD51 tarafından yönlendirilen DNA 

rekombinasyon reaksiyonlarına bağlı olarak çeşitli hücresel işlemlerde kritik bir rol oynar. 

Çalışmalar, SMN ve GEMIN2’nin bir kompleks oluşturduğunu ve bu kompleksin içinde 

SMN’nin DNA’ya bağlanma yeteneklerini sergileyebileceğini, GEMIN2’nin ise RAD51’e 

bağlanma yeteneklerini gösterdiğini belirtmiştir [44]. 

 

DNA uçlarının rezeksiyonu ile başlayan bu süreç tek sarmallı DNA’nın oluşumunu içerir. 

RAD51, tek sarmallı DNA üzerinde bir nükleoprotein filamenti oluşturmak üzere 

çalışmaya başlar [45]. Bu filament, homolog bir DNA dizisini tanımlayıp üzerine gelir, bu 

da DNA polimerazın homolog diziyi şablon olarak kullanarak yeni DNA sentezlemesine 

olanak tanıyan bir yer değiştirme döngüsü oluşturur [46]. Rekombinasyon ara ürünlerinin 

çözülmesi, onarılmış DNA’ya yol açar ve bu DNA, kromozomal bütünlüğü yeniden 

sağlamak için bağlanır. Bu süreç, genomik stabilitenin korunması için hayati öneme 

sahiptir ve özellikle kardeş kromatitlerin bulunduğu hücre döngüsünün S ve G2 fazları 

sırasında kritiktir [47]. 

 

SMN proteini, özellikle sık sık kırılmaya eğilimli olan ribozomal DNA (rDNA) lokusunda 

DNA bütünlüğünün korunmasında da rol oynar. SMN eksikliği rDNA hasarının artmasına 

yol açarak ribozomal RNA sentezi ve translasyonunun bozulmasına neden olur. Bu durum 

özellikle düşük SMN proteini seviyelerinin motor nöron dejenerasyonuyla bağlantılı 

olduğu Spinal Musküler Atrofi bağlamında önemlidir [48].  
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Ayrıca, SMN proteininin, DNA hasarı varlığında histon H3 ile sentromerlere etkileşim 

yoluyla toplanması ve indüklenen Sentromerik Hasar Tepkisine (iCDR) katılımı, DNA 

hasar yanıtı ve onarım süreçlerinde kritik bir rol oynar. Histon H3, DNA hasarı yanıtını ve 

onarımını etkileyebilecek çeşitli post-translasyonel modifikasyonlara tabidir. Örneğin, 

histon H3’ün treonin 45’teki (pH3T45) fosforilasyonu DNA hasarına bir yanıttır ve kaybı, 

DNA onarım proteinlerini işe almak için önemli olan başka bir modifikasyon olan 

H3K36me3’ü azaltabilir. Bu durum, pH3T45’in özellikle homolog olmayan uç birleştirme 

(NHEJ) yolu aracılığıyla DNA hasarının uygun şekilde onarılması için çok önemli 

olduğunu ve yokluğunun apoptozun artmasına ve hücre sağkalımının azalmasına yol 

açabileceğini göstermektedir [49].  

 

Ek olarak histon H2AX miktarı, SMN seviyesine bağımlıdır [50]. Histon H2AX, DNA çift 

iplikçik kırılmalarına yanıt olarak γH2AX oluşturmak için serin 139’da hızla fosforile 

edilir, hasarlı bölgeleri işaretler ve DNA onarım makinelerini göreve getirir [51]. Bu 

fosforilasyon, DNA hasarına verilen en erken hücresel tepkilerden biridir ve hücre döngüsü 

kontrol noktaları, genomik stabilite ve apoptoz dahil olmak üzere çeşitli hücresel işlevlerde 

rol oynar. H2AX’ın fosforile formu, DNA hasar yanıtının (DDR) önemli bir bileşenidir ve 

hem DNA’nın onarımında hem de DNA hasarına karşı hücresel yanıtı kontrol eden sinyal 

yollarında rol oynar [52]. 

 

1.3.2 Aktin Hücre İskeletini Düzenleyen Sinyal Mekanizmalarındaki Görevleri 

Aktin Bağlayıcı Proteinler (ABP’ler), aktin hücre iskeletinin dinamik yapısını düzenleyen, 

hücre sinyalizasyonunda ve hücre yapısının korunmasında kritik roller üstlenir. Bu 

proteinlerin çeşitli hücresel süreçlerde önemli bir etkisi olduğu kanıtlanmıştır. Mikrotübül 

bazlı organeller olan ve birçok hücre tipinin yüzeylerinde bulunan siliaların işleyişi, 

ABP’lerin varlığına bağlıdır. Bu hücre tipleri arasında kardiyak fibroblastlar, vasküler 

endotel hücreleri, insan retinal pigment epitelyal-1 (RPE-1) hücreleri ve alveolar epitel 

hücreleri bulunmaktadır. ABP’ler, filamentli aktin (F-aktin) morfolojisini düzenleyerek 

siliaların normal işleyişine katkı sağlarlar. Ayrıca, siliyer yapısal yeniden modelleme ve 

sinyalleme süreçlerinde de etkin bir rol oynarlar [53]. Spinal Musküler Atrofi bağlamında, 

aktin bağlayıcı proteinlerin, SMA hastalarında SMN proteininin azalmış seviyelerine bağlı 

olarak bozulan Rho-kinaz (ROCK) yolunda rol oynadığı gösterilmiştir [54]. 
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ROCK yolu, hücre adhezyonu, proliferasyon, hareketlilik ve kasılma dahil olmak üzere 

hücresel süreçlerin düzenlenmesinde önemli rol oynayan bir sinyal yoludur. Sinir 

sisteminde ROCK proteinleri, gelişim sırasında ve yaralanma sonrasında aksonal 

büyümeyi, sinaptik plastisitenin altında yatan dendritik büyümeyi ve omurga yeniden 

şekillenmesini, diğer sinyal iletim yollarıyla çapraz konuşma yoluyla hücre sağkalımını ve 

nöroinflamasyon da dahil olmak üzere glial aktivasyon ve işlevi düzenleyen çok çeşitli 

iletim moleküllerini fosforile eder [55]. Bu yol, nörolojik bozukluklar, osteoartrit ve kanser 

dahil olmak üzere çeşitli hastalıklarda rol oynar [56]. 

 

Aktin bağlayıcı proteinler olan profilin1 ve profilin2a aktin düzeneğini destekler. 

Profilin2a, profilinin nöronal izoformudur [57]. Profilin2a, bir SMA hastasından türetilen 

bir SMN2 yanlış anlam mutasyonu (S230L) tarafından büyük ölçüde bozulan SMN’deki 

bir prolin rezidülerine bağlanır. ROCK yolunda önemli işlevi bulunan profilin2a, SMN 

proteinini ROCK yolağına doğrudan bağlar [53, 58]. SMN ile aktin bağlayıcı protein olan 

profilin2a arasındaki etkileşim, nöronal hücrelerde nörit büyümesi için çok önemlidir ve 

profilin2a’nın hiper-fosforilasyonunun, SMN ile ROCK yolu arasındaki moleküler bağlantı 

olduğu ve nörit büyümesini baskıladığı bulunmuştur [53]. 

 

ABP’ler tarafından düzenlenen F-aktin’in dinamik yapısı, hücrelerin çeşitli işlevlerinin 

gerçekleştirilmesinde kritik bir rol oynar. Bu işlevler arasında aksonların oluşumu, 

hücrenin polaritesinin belirlenmesi, hücre göçü, vezikül taşımacılığı ve endositoz gibi 

süreçler bulunmaktadır. F-aktin bağlama ve demetleme yeteneklerine sahip olan Plastin3 

(PLS3), bir Ca2+ bağımlı proteindir [59]. 

 

PLS3 proteininin mevcudiyeti, SMN1 geni silinmiş ve 3-4 kopya SMN2 geni taşıyan 

bireylerde SMA semptomlarının ortaya çıkmasını engeller. PLS3 proteininin aşırı 

ekspresyonu ağır SMA fare modelinde hayatta kalma süresini 14 günden 250 güne 

çıkarabilir. Bu durum, SMA belirtisi göstermeyen SMN1 geni silinmiş bireylerin 

durumunu yansıtır. PLS3 proteininin aşırı ekspresyonu, endositozun normal düzeylere geri 

dönmesini sağlar ve bu, SMA’da bozulan nörotransmisyon ve nöromusküler bileşke 

bakımının altında yatan temel hücresel mekanizmalardan biri olabilir [60].  

Ancak, bazı çalışmalar PLS3’ün SMA fenotipini insanlarda değiştirmek için uygun bir 

terapötik hedef olmadığını belirtmiştir [61]. Bu yüzden PLS3 ve SMA ilişkisi daha fazla 

çalışılması gerekilen bir konudur. 
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1.3.3 Endositoz Mekanizmasındaki Görevleri 

SMN, endositozda görevli proteinlerle etkileşime girer çünkü nöronal sinyalleşme, aksonal 

ve dendritik büyüme için bu süreç gereklidir. Bu süreç için aktin hücre iskeleti ve PLS3 

gereklidir [62]. SMA hastalarından elde edilen hücrelerde yapılan çalışmalar, SMN 

proteininin eksikliğinin, sinaptik veziküllerin endositik geri dönüşüm sürecini etkileyerek 

sinaptik iletimin bozulmasına yol açtığını ortaya koymuştur [22]. Bu bozukluk, endozomal 

proteinlerin anormal lokalizasyonu, nöronal ve nöronal olmayan dokuda endozomal 

eksikliklere yol açar. Ayrıca, şiddetli SMA tipi olan farelerde, elektrik stimülasyonuna 

maruz bırakılan transversus abdominis kasındaki endositozun bozulduğu bulunmuştur [62]. 

Sonraki çalışmalar, SMN proteininin azalmış fonksiyonunun endositozu bozduğunu, 

endozomal bölmelerde ve sinaptik vezikül kenetlenmesinde kusurlara yol açtığını 

göstermiştir [63]. Bütün bu çalışmalara rağmen SMN’nin endositoza doğrudan etkilediği 

mekanizmalar henüz bilinmemektedir. 

 

1.3.4 Otofaji Mekanizmasındaki Görevleri 

Otofaji, hücrelerin hasar görmüş organellerini ve proteinlerini parçalayarak geri 

dönüştürdüğü bir süreçtir ve bu süreç, hücresel homeostazın ve nöron sağlığının 

korunmasında kritik bir rol oynar [64]. Araştırmalar, SMA hastalarında otofajinin 

değiştiğini ortaya koymuştur. SMA hastalarından alınan kas biyopsileri, fibroblastlar ve 

lenfoblast hücre dizilerinde, otofaji belirteci olan LC3-II proteininde bir azalma olduğunu 

göstermiştir. Ayrıca, SMA’ya sahip farelerin gastroknemius kaslarında, hastalığın 

semptomları henüz ortaya çıkmadan önce LC3-II, Beclin 1 ve p62/SQSTM1 protein 

seviyelerinde bir düşüş gözlemlenmiştir. Ancak hem farelerde hem de insanlarda kültüre 

alınmış SMA motor nöronlarında, mTOR’un fosforilasyonu ve LC3-II seviyelerinde bir 

artış tespit edilmiştir. Bu bulgular, SMA’nın patogenezinde otofajinin önemli bir rol 

oynadığını göstermektedir [65]. 

 

SMN proteininin azalmış seviyeleri, otofajinin düzgün çalışmasını engeller. Bu durumda, 

otofagozomların otofaji sürecinde oluşan ve hücre içindeki atıkları toplayan yapıların 

temizlenmesinde bozulmaya yol açar. Sonuç olarak, p62 ve ubikutinlenmiş proteinler gibi 

atıklar hücre içinde birikir. Bu birikim, hücrelerin işlevini bozar ve hastalığın 

semptomlarına yol açar [66]. Ek olarak, otofajinin engellenmesinin, SMA hastalığının fare 

modellerinde nöronların bozulmasını yavaşlattığı ve yaşam süresini artırdığı belirlenmiştir 

[67]. 
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1.3.5 RNA Metabolizmasındaki Görevleri 

SMN proteininin RNA metabolizmasındaki çeşitli görevleri Şekil 1.5’de özetlenmiştir 

[32]. 

 

Şekil 1.5: SMN proteininin RNA metabolizmasındaki çeşitli görevleri (Tüm RNA’lar 
kırmızı, tüm DNA’lar siyah ve tüm proteinler renkli ovaller veya daireler olarak temsil 

edilmiştir) [22]. 

 

1.3.5.1 SMN Proteininin Transkripsiyonun Düzenlenmesindeki Görevi 

SMN, nöronlarda nükleer mimarinin düzenlenmesinde, lokal aksonal translasyonunda [68] 

ve transkripsiyonunda düzenlemede rol oynar [69]. SMN, Cajal Cisimciklerine (CC) özgü 
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bir proteini olan koilin (arginin metillenmiş) ile etkileşim kurar [70]. CC, hücre 

çekirdeğinde bulunur ve çeşitli nükleer süreçlerin düzenlenmesinde rol oynar. SMN ve 

koilin arasındaki etkileşime WRAP53 proteini aracılık ederek, SMN proteininin nükleer 

mimariyi düzenlemesini kolaylaştırır [71]. SMN’nin ayrıca nöronlarda miR-183/mTOR 

yolu üzerinden lokal aksonal translasyonu düzenlediği keşfedilmiştir [68]. Özellikle, SMN 

eksikliği olan nöronlarda miR-183 seviyesi artmış ve mTor’un lokal aksonal translasyonu 

azalmıştır. SMA’lı motor nöronlarda miR-183 ekspresyonunun baskılanması motor 

fonksiyonu güçlendirerek ve SMN-mutant hücrelerin sağkalımını artırabileceği 

düşünülmektedir [72]. 

 

Bunlara ek olarak SMN proteini Tudor alanı aracılığıyla, RNA polimeraz II’nin (RNAP II) 

alt birimi POLR2A’nın C-terminal domain (CTD) bulunan ve simetrik olarak 

dimetillenmiş R1810 (R1810me2s-POLR2A) ile etkileşime girdiği ve transkripsiyonun 

sonlandırılmasında rol oynadığı bulunmuştur[72]. 

 

RNA polimeraz II ile olan etkileşiminin yanı sıra, SMN proteininin transkripsiyon 

faktörleri ve kromatin yeniden modelleme kompleksleri ile de bağlantılı olduğu 

belirlenmiştir [73, 74]. Örnek olarak, SMN proteininin, papillomavirüs tarafından kodlanan 

E2 transkripsiyon faktörü ile etkileşime girdiği ve bu etkileşimin E2’ye bağımlı 

transkripsiyonel aktivasyonu artırdığı gözlemlenmiştir [73]. Ayrıca SMN proteininin, farklı 

nükleer lokalizasyonlarda, DNA bağlama ve işlem alanlarına sahip olan p53 transkripsiyon 

faktörüne de bağlanarak transkripsiyonun başlatılmasında görevli olduğu kanıtlanmıştır 

[75]. 

 

1.3.5.2 SMN Proteininin U7 Biyogenezindeki Görevi 

U7 snRNP, splaysozomal snRNP’lerle bazı yapısal özellikleri paylaşmasına rağmen, pre-

mRNA splayz’da değil, histon mRNA 3′ uçlarının işlenmesinde görev alır [76, 77]. U7 

snRNP 60-70 nükleotidlik uzunluğunda, Sm proteinleri ve kendine özgü Lsm10 ve Lsm11 

proteinlerini içerir [78, 79]. U7’ye özgü bu proteinler, U7 snRNP montajı ve histon mRNA 

3’-uç oluşumu için gereklidir [50, 80]. Ayrıca, U7 snRNP, S fazına özgü gen ifadesi için 

çok önemli bir süreç olan poliadenillenmemiş histon mRNA’larının 3’-uç işlemesinde rol 

oynar [81]. 
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SMN proteininin bu süreçlerdeki rolü, Lsm10 ve Lsm11 proteinlerini içermesidir ve bu 

sayede U7 snRNP montajında rol oynamasıdır [82]. SMN’deki mutasyonlar U7 snRNP’nin 

stabilitesini ve işlevini etkileyerek histon pre-mRNA işlemede aksaklıklara yol açar [83]. 

U7 snRNP, hücre döngüsü durdurulmuş hücrelerde histon gen transkripsiyonunun 

baskılanmasına sebep olabilir. Bu bulgular U7 snRNP’nin dolayısıyla SMN’nin 

transkripsiyon düzeyindeki düzenleyici rolünü göstermektedir [81]. 

 

1.3.5.3 SMN Proteininin SRP Biyogenezindeki Görevi 

Sinyal tanıma parçacığı (SRP), ökaryotik hücrelerde proteinlerin endoplazmik retikuluma 

(ER) hedeflenmesinde ve translokasyonunda önemli bir rol oynayan bir ribonükleoprotein 

kompleksidir. SRP, bir protein bileşeni olan SRP54 ve bir RNA bileşeni olan 7S RNA’dan 

oluşur. SRP54 ve 7S RNA arasındaki uygun etkileşim, SRP kompleksinin yeni oluşan 

polipeptitler üzerindeki sinyal dizilerini tanıma ve bunları ko-translasyonel translokasyon 

için ER membranına yönlendirmedeki işlevselliği için gereklidir [26]. SMN proteini, SRP 

biyogenezinin son birleşimini yönetir, SRP54’ün erken aşama 7S RNP kompleksine 

entegrasyonundan sorumlu olduğu keşfedilmiştir [84]  

 

Ayrıca S. pombe hücrelerinde SMN proteininin 7S RNA ile etkileşime girdiği ve SRP’nin 

stabilitesinin korunmasında kritik bir işlevi olduğu da bildirilmiştir [85]. Sonuç olarak 

SMN proteini, SRP biyogenezinin montajını ve stabilitesini sağlayarak bu süreçte hayati 

bir rol oynar. SMN proteininin tükenmesi veya işlevsizliği, SRP biyogenezinde kusurlara 

yol açar, yeni oluşan polipeptitler ER’ye ulaşamaz [86].  

 

1.3.5.4 SMN Proteininin Splaysozomal RNA ile İlişkisi 

SMN proteini ve ilişkili faktörlerden oluşan SMN, pre-mRNA splays mekanizmasında yer 

alan splaysozomal küçük nükleer ribonükleoproteinlerin (snRNP) oluşumunda rol oynayan 

bir moleküler şaperon olarak görev yapar [83, 87]. Bu snRNP’ler, pre-mRNA’dan 

intronların çıkarılmasından sorumlu olan splaysozomun hayati bileşenleridir. snRNP’ler, U 

snRNA’ları ve Sm proteinleri gibi çekirdek proteinlerden meydana gelir [26]. SMN, Sm 

proteinleri ile doğrudan bağlanır ve bunları U snRNA’ları üzerinde düzenler. SMN 

proteini, Sm proteinlerinin U snRNA’lar üzerinde etkili bir şekilde birleştirilmesi için 

gerekli bir özgüllük faktörü olarak işlev görür. Yedi Sm proteininin çekirdeğinin üridin 

açısından zengin snRNA’lar üzerinde ATP’ye bağımlı toplanmasına aracılık eder, Sm 

çekirdeklerinin yalnızca doğru RNA hedeflerinde toplanmasını sağlar ve diğer RNA’larla 



14 

karışık ilişkileri önler [88]. Bu şekilde, snRNP’lerin çekirdeğe girişi ve splaysozomun 

montajı sağlanır [62]. SMN, ayrıca, snRNP’lerin sitoplazmaya taşınmasında ve splayz 

işleminde yer alan diğer proteinlerle de etkileşime girdiği keşfedilmiştir [88]. 

 

1.3.5.5 SMN Proteininin Telomeraz Biyogenezindeki Görevi 

Telomeraz biyogenezi, SMN proteini de dahil olmak üzere çeşitli proteinleri içeren 

karmaşık bir süreçtir. SMN, telomeraz biyogenezinde, telomeraz ribonükleoproteinlerin 

(RNP’ler) toplanmasına ve işlevine katkıda bulunan önemli bir şaperon olarak işlev görür. 

[30]. 

 

SMN, telomeraz RNA’sı (TR) ile doğrudan bağlanır ve TR’nin katlanmasını ve 

olgunlaşmasını sağlar [89]. Ayrıca, telomerazın diğer protein bileşenleri olan hTERT 

(İnsan Telomeraz Ters Transkriptaz) ve dyskerin ile de etkileşir. SMN, hTERT ile RNA-

aracılı olmayan bir şekilde bağlanır ve telomeraz aktivitesini arttırır [22]. SMN, dyskerin 

bağlandığında dyskerin’in TR üzerindeki modifikasyon işlemini kolaylaştırır [90]. SMN, 

telomeraz RNP’nin çekirdekten sitoplazmaya ve oradan da Cajal Cisimciklerine (CC) 

taşınmasında da rol oynar. SMN, telomeraz RNP’nin CC’ye girişini ve çıkışını düzenler ve 

böylece telomerazın hücre döngüsüne bağlı olarak erişilebilirliğini sağlar[62]. 

 

Son çalışmalarda, SMN immünopresipitasyonlarında telomeraz aktivitesi tespit edilmiş, bu 

da SMN’nin telomeraz holoenzimi ile ilişkili olduğunu kanıtlamaktadır [30]. Ayrıca SMN, 

Koilin (CC marker proteini) ve yalancı gen tarafından kodlanan yeni tanımlanmış bir 

protein olan Coilp1 ile telomeraz RNA ve Küçük Cajal Cisimciğine Özgül RNA (scaRNA) 

’ların bir alt kümesi ile ilişkili olduğu kanıtlanmıştır Bu ilişki, CC proteinleri ile telomeraz 

ve kutu C/D scaRNP’lerin biyogenezi arasındaki bağlantıyı göstermektedir [89]. 

 

1.3.5.6 SMN Proteininin Selenoprotein Translasyonundaki Rolü 

Selenoproteinler, selenosistein amino asidinin bir veya daha fazla konumda bulunduğu 

özgün bir protein ailesidir. Bu proteinler, antioksidan koruma, metabolik düzenleme ve 

tiroid hormonu sentezi gibi çeşitli fizyolojik işlevlere katılırlar. Selenoproteinlerin 

translasyonu, selenosistein kodlamasının eşsiz özelliği nedeniyle spesifik bir mekanizma 

gerektirir. Bu mekanizmanın ana unsurlarından biri SMN proteinidir [91]. 
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SMN proteini, selenoprotein translasyonunda, selenosistein kodlayan snRNP’lerin 

oluşumunu ve aktivitesini sağlayarak, özellikle selenosistein yerleştirilmesinde önemli bir 

rol oynar. Ayrıca, SMN proteini, eIF3 ve selenoprotein translasyonunda gerekli olan 

proteinlerle etkileşerek, selenoprotein mRNA’larının translasyonunu destekler [92]. 

 

SMN proteini, selenoprotein mRNA’larının 3’ UTR’sinde yer alan SECIS adlı özgün bir 

RNA motifinin tanınmasını ve bağlanmasını sağlar [93]. SMN, SECIS motifini algılayan 

SBP2 proteini ile doğrudan bağlanır ve SECIS-SBP2 kompleksinin kurulmasını sağlar 

[94]. Ayrıca, selenoprotein sentezinde kullanılan Sec-tRNA adlı spesifik bir tRNA’nın 

olgunlaşmasında ve modifikasyonunda da kritik bir rol oynamaktadır. SMN, Sec-

tRNA’nın metilasyonunu katalize eden metylosom adlı bir protein kompleksi ile 

etkileşerek, metylosomun işlevini arttırır [95]. Selenoprotein translasyonunda elongasyon 

faktörü olan eEFSec adlı özel bir faktöre bağlanarak, SMN, eEFSec’in Sec-tRNA’yı 

tanımasını ve UGA kodonuna yerleştirmesini kolaylaştırır [93]. 

 

1.3.5.7 SMN Proteininin snoRNP Kompleksleri ile İlişkisi 

snoRNP’ler (küçük nükleolar ribonükleoproteinler), snoRNA’lar (küçük nükleolar 

RNA’lar) ve proteinlerden oluşan komplekslerdir. SnoRNP’ler, rRNA’lar ve snRNA’lar 

gibi diğer RNA’ların transkripsiyon sonrası modifikasyonunda önemli bir rol oynarlar 

[96].  

 

SMN proteini, snoRNA’ları ve snoRNP çekirdek proteinlerini (fibrillarin, Nop58, Nhp2 ve 

Gar1) tanıyan ve birleştiren kritik bir moleküler şaperon olarak işlev görür [62]. SMN 

ayrıca, snoRNP’lerin çekirdekten sitoplazmaya ve oradan da Cajal Cisimciklerine 

taşınmasını sağlar ve böylece snoRNP’lerin hücre döngüsüne bağlı olarak erişilebilirliğini 

düzenler [97]. SMN, snoRNP biyogenezinde özgüllük katar, çünkü snoRNA’ların ve 

snoRNP çekirdek proteinlerinin farklı tipleri arasında ayrım yapabilir. snoRNA’ların Y/G 

kutusu adı verilen bir RNA motifini tanır ve bu motif, snoRNA’ların snoRNP çekirdek 

proteinleri ile etkileşimini belirler [98]. SMN, ayrıca, snoRNP çekirdek proteinlerinin RG-

zengin bölgelerini tanıyarak, snoRNP çekirdek proteinlerinin SMN ile etkileşimini 

belirlediği keşfedilmiştir [99]. 
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1.3.5.8 SMN Proteininin RNA Aktarımındaki Rolü 

RNA moleküllerinin hücre içindeki ilgili yerlere ulaştırılmasını sağlayan kritik bir süreç 

olan RNA aktarımında, SMN proteini ana faktörlerden biridir. SMN, RNA’nın işlenmesi, 

modifikasyonu, stabilizasyonu ve fonksiyonu için gerekli olan RNA-protein kompleksleri 

(RNP’ler) oluşturulmasında önemli bir rol oynar [100]. SMN, snRNA’lar ve miRNA’lar 

gibi diğer RNA moleküllerinin taşınmasına katkıda bulunur [101]. SMN, RNA trafiğinde 

farklı RNA türleri ve RNP’ler arasında seçicilik gösterir. SMN, mRNA, rRNA, snRNA, 

snoRNA, miRNA ve diğer RNA’ları tanımlayarak bunları uygun proteinlerle eşleştirir. 

SMN, ayrıca RNA bağlayıcı proteinler (RBP’ler) ve RNA taşıma granülleri (RTG’ler) ile 

etkileşerek RNA’nın hedeflenmesi, nakli ve lokal translasyonu için gereklidir [102]. 

 

1.3.5.9 SMN Proteininin Stres Granül Oluşumundaki Görevi 

Stres granül (SG) oluşumu, oksidatif stres, ısı şoku ve viral enfeksiyon gibi çeşitli hücresel 

strese tepki olarak mRNA’ları ve RNA bağlayıcı proteinleri (RBP) geçici olarak bir araya 

getirerek oluşturdukları dinamik sitoplazmik yapılardır [103]. Stres granülleri, mRNA’ların 

translasyonunu inhibe ederek hücrenin enerji tasarrufu yapmasını ve stres koşullarının 

ortadan kalkmasını beklemesini sağlar [104]. Çeşitli patolojik koşullarda, kanser ve 

nörodejeneratif hastalıklar gibi, SG oluşumu bozulmaktadır [105]. SG’ler, SMN proteinini 

içeren sitoplazmik yapılar olup, SMN eksikliği SG oluşum kapasitesini azaltmaktadır. Bu 

durum, hücrelerin stres faktörlerine karşı hassasiyetini artırmaktadır [106]. SMN, stres 

granülü oluşumunda önemli bir rol oynar, çünkü stres granüllerin çekirdek bileşenlerinden 

biri olan G3BP1 ile etkileşime girer ve onun oligomerizasyonunu ve aktivasyonunu 

düzenler. SMN eksikliği, G3BP1’in aşırı oligomerizasyonuna ve stres granülü oluşumunun 

bozulmasına yol açar [107]. 

 

SMN’nin stres granülü oluşumundaki özgüllüğü, SMN’nin sadece belirli mRNA’ları stres 

granüllerine taşıdığını gösteren çalışmalarla desteklenmektedir. Örneğin, SMN, β-aktin 

mRNA’sını stres granüle taşırken, GAPDH mRNA’sını taşımaz. Bu, SMN’nin mRNA 

seçiciliğinin, hücrenin stres altındaki sitoskeleton dinamiğini ve nöronal farklılaşmayı 

etkileyebileceğini düşündürmektedir [6]. 

 
1.3.5.10  SMN Proteininin Translasyondaki Görevi 

SMN proteini, mRNA’nın olgunlaşması ve translasyonu için gerekli olan küçük nükleer 

ribonükleoprotein (snRNP) parçacıklarının montajında rol oynar. Ayrıca, translasyon 
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başlatma faktörü eIF4G ile doğrudan etkileşir. eIF4G, mRNA’nın 5’ ucunu tanıyan ve 

ribozomun bağlanmasını sağlayan bir proteindir. SMN proteininin eksikliği veya 

bozukluğu hem snRNP hem de eIF4G üretimini ve aktivitesini azaltır. Bu da mRNA’nın 

translasyonunu ve protein sentezini düşürür [108]. Özellikle, nöronlarda, sinir kas 

kavşağındaki sinyal iletimini sağlayan asetilkolin reseptörü (AChR) gibi önemli 

proteinlerin translasyonu engellenir [109]. Başka bir çalışmada, SMN’nin aşağı 

regülasyonunun CARM1 seviyesini arttırdığı keşfedilmiştir [110]. CARM1, bir histon 

metiltransferaz enzimidir. Bu enzim, histon proteinlerinin arginin pozisyonlarında 

metillenmesini sağlayarak, kromatin yapısını ve gen ifadesini modüle eder [111]. Ayrıca, 

otofaji sürecini de etkileyen CARM1, otofajik vakuollerin oluşumunu ve füzyonunu 

düzenleyen ATG8 ailesi proteinlerinin metillenmesini sağlar [112]. 

 

1.4 SMA Hastalığının Tedavi Stratejileri 

Spinal Musküler Atrofi hastalığının yönetimi ve tedavisi, çeşitli disiplinlerin bir araya 

gelerek beslenme, solunum, gastroenteroloji, ortopedi ve psikososyal konuları ele almasını 

gerektirir. İlk genel bakım ve tedavi önerileri 2007 yılında yayınlanan bir konsensüs 

beyanında belirlenmiştir [113]. Ancak, bu standartların uygulanması, kültürel perspektifler, 

sosyoekonomik faktörler ve bölgesel kaynakların varlığı gibi çeşitli faktörlere bağlı olarak 

önemli ölçüde değişkenlik gösterir [114]. SMA için kesin tedavi stratejileri arasında 

antisens oligonükleotid tedavisi, küçük molekül tedavisi ve gen replasman tedavisi yer 

almaktadır. Bu tedaviler, motor nöron işlevini ve hayatta kalmayı iyileştirmek için işlevsel 

SMN proteini seviyelerini artırmayı amaçlamaktadır. Ayrıca, SMA tedavisini daha da 

ilerletmek için ilaç taraması ve ilacın yeniden konumlandırılması gibi diğer umut verici 

stratejiler de araştırılmaktadır [115]. Şu anda FDA onaylı üç tedavi bulunmaktadır: Bir 

antisens oligonükleotid, nusinersen (Spinraza), küçük molekül tedavisi risdiplam (Evrysdi) 

ve bir adeno-ilişkili virüs 9 aracılı gen değiştirme tedavisi onasemnogene abeparvovec 

(Zolgensma) [116]. 

 
1.4.1 Spinraza 

Nusinersen (Spinraza), SMN2 geninin öncül haberci RNA’sının (premRNA) eklenmesini 

düzenleyerek, bu genin tam uzunlukta olgun bir haberci RNA (mRNA) oluşturmasını 

sağlar. Bu işlem, SMN proteininin ekspresyonunu artırır. Ekzon 7 ile intron 6 ve intron 7 

arasındaki belirli bölgeler, antisens oligonükleotidler (ASO) tarafından hedeflendiğinde 

ekzon 7’nin dahil edilmesini teşvik eder [117]. 
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Antisens oligonükleotidler (ASO’lar), belirli RNA bölgelerine hedeflenerek işlevlerini 

düzenlemek veya engellemek amacıyla oluşturulan, tek sarmallı ve sentetik DNA veya 

RNA molekülleridir [118]. Spinraza (nusinersen)ise, SMN2 pre-mRNA’yı bağlamak ve 

olgun bir mRNA üretilecek ve tam uzunlukta SMN proteini olarak çevrilecek şekilde 

splicing’i değiştirmek üzere tasarlanmış tamamen modifiye edilmiş 2’-O-(2-metoksietil) 

(2’-MOE) bir ASO’dur [119]. 

 

Spinraza, her uygulamada 12 mg olarak verilir, ilk üç doz 14 günlük aralıklarla ve 

dördüncü doz üçüncü dozdan 30 gün sonra verilmesi şeklinde 4 yükleme dozu ile başlar. 

Yükleme dozlarından sonra, her 4 ayda bir bakım dozu verilir. Spinraza, SMA’nın 

herhangi bir alt tipi olan pediatrik ve yetişkin hastalar için onaylanmıştır ve tedavi, 

hastanın SMA tanısı aldıktan mümkün olduğunca kısa süre sonra başlaması gerekmektedir 

[120]. 

 

1.4.2 Risdiplam 

Risdiplam, ağızdan alınan bir tedavi olup, SMN proteininin işlevsel üretimini artırmak 

amacıyla Sağkalım Motor Nöron 2 (SMN2) pre-mRNA’sının eklenmesini düzenler. Bu 

süreç, SMN2 ön-mRNA’sının, olgun mRNA’ya ekzon 7’nin dahil edilmesini teşvik edecek 

şekilde modifiye edilmesini içerir. SMN proteini seviyelerini artırarak motor nöronların 

işlevini ve hayatta kalmasını iyileştirmeye yardımcı olur [121]. 

SMA hastalığının tüm çeşitlerinde, en hafif seviyesinden (SMA tip 1) en ağır seviyesine 

(SMA tip 3) kadar olan durumlarda, tedavi protokolü onaylanmıştır [122]. Tedavi, günlük 

olarak oral yolla uygulanır, bu da kullanım kolaylığı sağlar ve invazif bir prosedür 

gerektirmez [123]. 

 

1.4.3 Zolgensma 

Zolgensma (onasemnogene abeparvovec-xioi), gen terapisi yöntemiyle, motor nöron 

hücrelerine işlevsel bir SMN geni sağlar ve bu sayede SMN üretimi sağlanır. Bu işlem, 

hücrelerin motor nöronların sağlığını destekleyen ve temel kas işlevinin korunmasına 

yardımcı olan SMN proteinini üretmesine olanak sağlar. Bu terapi, SMA hastalığının 

ilerlemesini durdurmayı hedefler. Zolgensma’nın tasarımı, vücutta sürekli aktif kalacak 

şekildedir ve adeno-ilişkili virüs 9 (AAV9) adı verilen bir vektör aracılığıyla hücrelere 

ulaştırılır. Bu tedavi, tek bir doz olarak uygulanır ve genellikle yaklaşık 4 aylıkken 

tedaviye başlanan SMA hastası çocuklar için tavsiye edilir [124]. 
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1.5 Rekombinant Proteinlerin Hastalıkların Tedavisindeki Yeri 

Rekombinant protein tedavileri, genetik bozuklukların ve eksikliklerin tıbbi tedavilerini 

önemli ölçüde etkileyerek spesifik protein eksikliklerini giderir. Bu tedaviler, gen 

mühendisliği ile üretilen proteinlerin kullanımını içerir ve gen terapisi mümkün 

olmadığında eksik proteinleri doğrudan temin ederek fonksiyonel protein üretimini sağlar 

[125]. Bu çalışmalara örnek olarak, Rekombinant Faktör VIII (FVIII), hemofili A’nın 

tedavisinde önemli bir rol oynamış ve klinik öncesi modellerde normal pıhtılaşma 

fonksiyonunun geri kazanılmasında ve kanama ataklarının azaltılmasında terapötik etkinlik 

göstermiştir [126]. Ayrıca, Beta-talasemi gibi monogenetik bozuklukların tedavisinde 

protein replasman tedavisi, ciddi protein eksikliklerinin tedavisinde umut vaat etmektedir. 

Eksik endojen proteinlerin yerini almak üzere rekombinant beta-globin zincirleri 

sağlayarak, bu terapi genetik bozukluklara hedefe yönelik bir yaklaşım sunmaktadır [127]. 

Bu sonuçlardan hareketle, protein replasman tedavisi gen terapisi mümkün olmayan 

hastalıkların tedavisinde önemli rol oynamaktadır. Bu sebeple, daha fazla araştırmaya ve 

kullanılmaya ihtiyacı olan bir alandır. 

 

1.5.1 Rekombinant proteinlerin hedef hücreye taşınması 

Protein replasman tedavisinde en önemli sorunlardan biri, üretilen rekombinant 

proteinlerin hedef hücreye taşınması ve hücrenin içerisinde aktif rol almasıdır. 

Rekombinant proteinlerin insan hücrelerine dahil edilmesine yönelik teknikler arasında 

genetik modifikasyon, geçici transfeksiyon ve hücreye nüfuz eden peptit dağıtım sistemleri 

yer alır. 

 

1.5.1.1 Genetik modifikasyon 

Bu yöntem, rekombinant proteinin hedef hücrelere iletilmesi için adenovirüs, lentivirüs ve 

adeno-ilişkili virüs (AAV) gibi viral vektörlerin kullanımını içerir [128]. Viral vektörler, 

rekombinant proteini spesifik bir promotörün kontrolü altında eksprese edecek şekilde 

tasarlanabilir, böylece proteinin hücreler içinde kontrollü ekspresyonuna ve 

düzenlenmesine olanak sağlanır [129]. Bu yöntem yaygın olarak gen terapisi için kullanılır 

ve kanser tedavisi ve gen terapisi gibi çeşitli terapötik uygulamalar için rekombinant 

proteinlerin sağlanmasında başarıyla kullanılmıştır [130]. 
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1.5.1.2 Geçici Transfeksiyon 

Bu yöntem, rekombinant protein kodlayan plazmidin hedef hücrelere sokulması için 

polietilenimin (PEI) gibi kimyasal transfeksiyon ajanlarının kullanımını içerir. Plazmid 

hücreler tarafından alınır ve rekombinant protein plazmidden eksprese edilir [131]. Bu 

yöntem, protein ekspresyon çalışmaları ve protein kristalografisi3 gibi araştırma amaçlı 

rekombinant proteinlerin üretiminde yaygın olarak kullanılır [132]. 

 
1.5.1.3 Peptid Dağıtım Sistemleri 

Bunlar, hücre zarına nüfuz edebilen ve rekombinant proteini hedef hücrelere iletebilen 

sentetik peptitlerdir [133]. Peptitler rekombinant proteine konjuge edilebilir, böylece 

proteinin hücreler içinde hedeflenen dağıtımına ve kontrollü salınımına olanak sağlanır. Bu 

yöntem, gen terapisi ve ilaç dağıtımı gibi terapötik uygulamalar için rekombinant 

proteinlerin dağıtımında yaygın olarak kullanılır [134]. Protein dağıtım sistemleri, taşıyıcı 

olarak protein transdüksiyon alanları (PTD’ler) olarak da adlandırılan hücreye nüfuz eden 

peptitler (CPP’ler) içerir [135]. 

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

İlk Hücre Penetre Edici Peptit (CPP), 1980’lerin sonlarında, İnsan İmmün Yetmezlik 

Virüsü (HIV) üzerindeki çalışmalarda, transkriptif aktivatör Tat’ın Protein Transdüksiyon 

Alanının (PTD) kanıtlamasıyla bulundu [136, 137]. TAT, HIV-1 tarafından kodlanan Tat 

proteininin 11 amino asitli arginin ve lizin açısından zengin bir dizisidir [138]. TAT, HIV-

1 virüsünün gen ifadesinin düzenlenmesinde kritik bir rol oynayan bileşenlerinden biridir 

ve transkriptif aktivasyonun tetikleyicisi olarak işlev görür [139]. Tat proteini, alt tipe bağlı 

olarak 86 ila 101 amino asitten oluşur [140]. Tat, HIV-1 transkriptlerinin 5’ uçlarında 

bulunan ve trans-aktivasyon yanıt elemanı (TAR) olarak adlandırılan bir RNA kök döngü 

yapısına bağlanır. Bu bağlantı, yeni sentezlenen HIV-1 transkriptlerini etkiler. Tat’ın 

TAR’a bağlanması, transkripsiyon kompleksinin özelliklerini değiştirir ve hücresel CDK9 

ve siklin T1’i içeren pozitif transkripsiyon uzama kompleksini (P-TEFb) işe alır. Bu işlem, 

tam uzunlukta viral RNA üretimini artırır [141]. TAT proteininin genetik değişkenlikleri, 

hücre içi yerleşimini ve diğer hücre içi ve hücre dışı işlevlerini belirleyebilir. Özellikle, 

TAT proteininin transkriptif aktivasyon yeteneği, TAT’ın TAR RNA elementine 

bağlanmasıyla tetiklenir ve bu etkileşim, HIV-1’in transkriptif uzamasını harekete geçirir. 

TAT proteininin alt tipine özgü dizilim varyasyonları, TAT’ın TAR RNA elementine 

bağlanma afinitesini belirler [142]. TAT ve TAT kargoları, kan-beyin bariyerini (BBB) 
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geçebilirler. Proteinlerin dokulara ve esas olarak beyine iletilmesinde son derece faydalıdır 

[143]. 

 

TAT peptidinin içselleştirilmesinin, klatrine bağımlı endositozu ve hücre yüzeyindeki 

heparan sülfat reseptörleri ile etkileşimleri içerdiği keşfedilmiştir [144]. Ayrıca TAT 

peptidinin hücre içine alınması, hücre dışı moleküllerin endositozu için makropinositoz 

veziküllerinin oluşumu ile ilişkilendirilmiştir. Bu mekanizma, TAT peptidlerinin hücre içi 

dağılımını, biyolojik etkinliğini artırır ve bu peptidlerin hücrelere etkin bir şekilde 

girmesini sağlar [145]. TAT peptitinin, lipid membranlar üzerinde hareket ettiği ve heparan 

sülfat proteoglikanlar gibi çeşitli hücresel bileşenlerle etkileşim kurarak içselleştirilmesini 

kolaylaştırdığı da belirlenmiştir [146]. 

 

Bu etkileşimler, TAT peptidinin hücresel girişinde önemli bir rol oynar ve farklı kargolar 

için bir dağıtım vektörü olarak etkinliğine katkıda bulunur. Sonuç olarak, TAT peptidi, 

klatrin, heparan sülfat reseptörleri ve makropinositoz ile etkileşimleri içeren karmaşık bir 

hücresel alım mekanizması sergiler. Tüm bu mekanizmalar tam olarak aydınlatılmamasına 

rağmen, TAT peptidi hücrelere girebilir ve füzyon olarak sahip olduğu proteinleri hücreye 

taşıyabilir. 

 

1.6 SH-SY5Y Hücre Hattının Özellikleri 

SH-SY5Y, 4 yaşındaki bir kadın nöroblastoma hastasının kemik iliği biyopsisinden elde 

edilen ana hücre hattı olan SK-N-SH’nin bir alt klonudur [147]. Elde edilen SH-SY5Y 

hücre hattı, sinir bilimi ve nöroblastoma araştırmalarında sıkça tercih edilmektedir, çünkü 

işlevsel olarak olgun nöron fenotiplerine farklılaşma yeteneğine sahiptir [148]. SH-SY5Y 

hücreleri ölümsüz, proliferatif ve nöroblastom hücrelerine özgü heterojen bir hücre 

popülasyonundan oluşur [149]. Bu hücreler, kanserli kökenlerinden kaynaklanan genetik 

sapmalar sergiler ancak çoğu nörodejeneratif hastalığın patogeneziyle ilgili çoğu gen ve 

yolu korur [150]. Nörotoksisite, oksidatif stres ve nörodejeneratif hastalıklarla ilgili 

çalışmalarda yaygın olarak kullanılırlar [147] 

 
SH-SY5Y hücre hatlarının üç boyutlu (3B) kültür sistemleri ile mikrodoku oluşturma 

yetenekleri, in vivo koşulları taklit etme açısından önemlidir. Ayrıca bu hücrenin bazı 

özellikleri onun tercih edilmesinde göz önünde bulundurulmuştur. Nöroblastom kökenli 

olması, farklılaşma yetenekleri (bu hücreler, çeşitli nöronal fenotiplere farklılaşabilirler), 
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retinoidlere verdikleri yanıt (SH-SY5Y hücreleri, retinoidler gibi farklılaştırıcı ajanlara 

yanıt verebilirler) [151]. Bazı çalışmalarda bu hücrelerin kültür koşullarına bağlı olarak 

kolinerjik, adrenerjik veya dopaminerjik fenotiplere farklılaştığı bildirilmiştir [152]. Ek 

olarak, SH-SY5Y hücrelerinin diğer hücre hatlarına kıyasla çeşitli RNA türlerinin belirgin 

stabilite kontrolü gösterdiği bulunmuştur, bu da sinir hücrelerinde eşsiz bir RNA 

metabolizması bulunduğuna işaret etmektedir [153]. 

 
1.6.1 SH-SY5Y Hücrelerinin Nörona Farklılaştırılması 

SH-SY5Y hücreleri farklılaşmamış bir durumda tutulabilir ve gerektiğinde nöron benzeri 

fenotiplere farklılaşmak üzere uyarılabilir [154]. Farklılaşmamış hücreler normal bir 

metabolik hız sergiler ve metabolizmalarını mevcut substratlara göre uyarlayabilir [155]. 

Farklılaşmamış SH-SY5Y hücreleri, olgunlaşmamış katekolaminerjik nöronların 

özelliklerine sahiptir ve nöronal farklılaşma sırasında uzun nöritlere sahip birincil 

nöronlara benzeyen bir morfoloji sergiler [156]. Ancak, farklılaşmamış durumlarında bile 

tirozin hidroksilaz, dopamin beta hidroksilaz ve dopamin taşıyıcıları gibi katekolaminerjik 

nöronlara özgü belirteçleri eksprese edebilir [157]. Farklılaşmamış SH-SY5Y hücreleri 

polarize değildir, hızla çoğalır ve olgun nöronal belirteçlerin ekspresyonundan yoksundur 

[158]. Sonuç olarak, farklılaşmamış SH-SY5Y hücreleri, nöronal farklılaşma, oksidatif 

stres yanıtları ve nörodejeneratif hastalıklar dahil olmak üzere nörobiyolojinin çeşitli 

yönlerini incelemek için değerli bir model sistemi sunar ve farklılaşmamış bir durumdaki 

hücresel davranış ve yanıtlara ilişkin birçok amaç için kullanılabilir. 

 
Farklılaşmış SH-SY5Y hücreleri, indüksiyon sonrası benzersiz özellikleri nedeniyle 

nörobiyoloji araştırmalarında kullanılan bir sistemdir [151]. Farklılaştırılmış SH-SY5Y’nin 

avantajları arasında farklılaşma sırasında G1 fazında hücre döngüsü senkronizasyonu, 

hücre bakımının kolaylığı, birincil nöronlara kıyasla düşük maliyet ve ayrıca insan nöron 

kültürleri kullanıldığında ortaya çıkan etik komplikasyonlardan kaçış yer alır [159]. 

 

İndükleyici ajanlarla yapılan uygulamalar, SH-SY5Y hücrelerinin olgun primer nöronlara 

morfolojik olarak benzer olmasını sağlamaktadır. Retinoik asit, forbol ester, dibutril siklik 

adenosin mono fosfat gibi ajanlar kolinerjik, dopaminerjik, noradrenerjik gibi çeşitli 

nöronal fenotiplerin ortaya çıkmasına neden olmaktadır [147].  
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Hücreler farklılaştığında, mitokondriyal membran potansiyelinde bir azalmaya ve oksidatif 

strese karşı duyarlılığın artmasına neden olduğu bildirilmiştir [155]. Ayrıca, fonksiyonel 

sinapslar oluşur, nörofilamentler ve büyümeyle ilişkili protein-43 (GAP-43) gibi olgun 

nöronların spesifik belirteçlerini de eksprese eder [153, 160]. Farklılaşma süreci aynı 

zamanda SH-SY5Y hücrelerinde hayatta kalma ve stres sinyal yollarını da etkiler [158]. 

Üstelik farklılaşmış SH-SY5Y hücrelerin, nöron farklılaşması, hücre yapışması, göç ve 

nörit büyümesine odaklanan çeşitli çalışmalarda etkili olduğu da kanıtlanmıştır [161]. SH-

SY5Y hücreleri, nöronal farklılaşmayı, oksidatif stres yanıtlarını, nörodejeneratif 

hastalıkları ve çeşitli hücresel süreçleri keşfetmek için önemli bir araç görevi görür ve 

olgun nöron hücrelerinin davranışı ve özelliklerine ilişkin amaçlar doğrultusunda kullanılır. 

Hücreler, Retinoik asit, forbol ester, dibutril siklik adenosin mono fosfat gibi ajanlar 

kolinerjik, dopaminerjik, noradrenerjik gibi çeşitli nöronal fenotiplerin ortaya çıkmasına 

neden oldukları için farklılaştırmada kullanılır [147].  

 
1.6.1.1 Retinok Asit ile Farklılaştırma 

Hücre farklılaşması, içsel hücresel programlar, hücre-substrat, hücre-hücre etkileşimleri, 

hormonlar, büyüme faktörleri, sitokinler, trofik faktörler ve morfojenler dahil olmak üzere 

çok sayıda çözünebilir hücre dışı sinyal molekülü arasındaki etkileşimle düzenlenen 

karmaşık bir süreçtir. A vitamininin biyolojik olarak aktif formu olan retinoik asit (RA), 

sinir sisteminde önemli bir rol oynar [162]. Hücresel büyümeyi inhibe eden ve hücre 

farklılaşmasını destekleyen özelliklere sahiptir. Ayrıca, hücre döngüsünün düzenlenmesi 

ve hücre morfolojisindeki değişiklikler dahil olmak üzere çeşitli hücresel süreçleri modüle 

eder. Bu özellikler, retinoik asidin, özellikle kanser ve nörolojik hastalıklar gibi çeşitli 

patolojik durumların tedavisinde potansiyel bir terapötik ajan olarak kullanılmasını sağlar 

[163, 164]. RA tedavisinin SH-SY5Y hücrelerindeki çeşitli hücresel süreçleri etkilediğini 

göstermiştir. Örneğin, RA kaynaklı farklılaşma, PI3K/Akt sinyal yolunu aktive eder, bu da 

PI3K aktivitesinin artmasına ve Ser-473’te Akt’nin fosforilasyonunda hızlı bir artışa neden 

olur [165]. Ayrıca, antiapoptotik Bcl-2 proteininin yukarı regülasyonunu sağlayarak SH-

SY5Y hücrelerinin hayatta kalmasını teşvik ettiği de gösterilmiştir [166]. RA ile 

farklılaşma sürecinin nörit uzunluğunu ve MAP2 gibi nöronal belirteçlerin ifadesini 

arttırdığı da gösterilmiştir [167]. Artan nörit büyümesi ve Alox15 gibi spesifik genlerin 

yukarı regülasyonu ile de ilişkilendirilmiştir; bu sonuçlar RA’nın farklılaşmayla ilişkili 

süreçlerdeki rolünü göstermektedir [168]. Bunlara ek olarak, SH-SY5Y hücrelerinin RA ile 

farklılaşması, nöronal farklılaşma için önemli bir nörotrofik faktör olan BDNF’nin 
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ekspresyonu arttırdığı kanıtlanmıştır [169]. Hücresel elastikiyette de önemli değişikliklerle 

ilişkilendirilmiştir; farklılaşmış hücreler, farklılaşmamış hücrelere kıyasla daha büyük bir 

elastik modül sergilediği gözlemlenmiştir [170]. Retinoik asit tedavisi ile nöroblastoma 

farklılaşmasına, nöritik süreçlerin oluşumu ve yayılması ve nörona özgü enzimlerin, 

nörotransmitterlerin ve nörotransmiter reseptörlerinin indüksiyonu eşlik eder [151]. Ayrıca, 

RA tedavisi, asidik iyon kanallarının (ASIC) ekspresyonunu artırarak hücrenin fenotipini 

değiştirir [159]. Şekil 1.6’da 2 SH-SY5Y hücre tipinin farklılaşmamış ve RA ile  

farklılaşmış fenotipleri gösterilmiştir [165] 

 

 

Şekil 1.6 : SH-SY5Y-E hücreleri (A-B), SH-SY5Y-A hücreleri (C-D), farklılaşmamış 
hücreler (A-C), 5 gün boyunca 10 μM RA ile farklılaşmış hücreler (B-D) [165]. 

 
1.6.1.2 Dibütiril Siklik Adenozin Monofosfat (dbcAMP) ile Farklılaştırma 

Retinoik asit ve forbol esterlerin yanı sıra dbcAMP, SH-SY5Y hücrelerinin nöronlara 

farklılaşması için yaygın olarak kullanılır [171]. dbcAMP, farklılaştırma mekanizmasında 

yer alan spesifik hücresel sinyal yollarını aktive ederek nöronal farklılaşmayı sağlar [172]. 

Bu yöntemle, SH-SY5Y hücrelerinde oksidatif fosforilasyonun artan etkinliği kanıtlanmış, 

hücresel biyoenerjetiğin düzenlenmesini içerdiği anlaşılmıştır [173]. Çalışmalar, 1 mM 

konsantrasyonda dbcAMP uygulamasının, üç günlük bir süre zarfında, farklılaşmamış 

A B

C D
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hücre kültürlerinde meydana gelen hücre kümelenmesini önemli ölçüde azalttığını ve 

belirgin bir nörit uzaması ve dallanma oluşturduğunu ortaya koymuştur [174]. 

 

1.6.1.3 Forbol Ester ile Farklılaştırma 

Bu farklılaşma süreci, SH-SY5Y türevi nöronlar olarak bilinen ve çeşitli maddeler 

kullanılarak elde edilebilen nöron benzeri hücrelerin gelişmesine yol açar [175]. SH-SY5Y 

hücreleri 12-0-tetradekanoil-forbol-13 asetat (TPA) gibi forbol esterlerle farklılaştığında, 

katekolaminlerin alımı, salınımı ve üretimi dahil olmak üzere çeşitli özellikler sergilerler 

[176]. SH-SY5Y hücreleri, forbol esterleri ve büyüme faktörleriyle tedavi edildiğinde 

dopaminerjik nöronlarla benzerlikler gösterdiği için çoğunlukla Parkinson hastalığı 

çalışmalarında kullanılır [177]. Bazı çalışmalar, forbol esterlerin protein kinaz C’nin 

aktivasyonunda, dolayısıyla SH-SY5Y hücrelerinin nöronal farklılaşmasını indüklemede 

anahtar bir faktör olduğunu göstermiştir [178]. 
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2. TEZİN AMACI 
Spinal Musküler Atrofi 10.000 doğumda 1 sıklığı olan, bebek ölümlerinin en yaygın 

genetik nedenidir. SMA hastalığı, SMN proteini eksikliğinden kaynaklanmaktadır. SMN, 

proteini hücrelerde 2 kopya halinde bulunur. Telomerik kopya olan SMN1’deki 

mutasyonlar sonucu SMN proteini üretilemez. Sentromerik kopya SMN2 ise yalnızca %10 

işlevsel protein üretebilir, %90 SMNΔ7 adlı işlevsiz protein üretir.  

 

SMA hastalığının, faz 3 çalışmasında olan tedavi stratejileri ve FDA onaylı güncel 3 

tedavisi vardır. SMN proteini eksikliğinin yüksek oranda ölümcül olması ve henüz tam 

tedavisinin olmaması sebebiyle araştırmaların yapılması gereken bir alandır. 

 
Tez çalışması kapsamında, SMN proteini üreten SMN1 geni ve hücreye girişini sağlayacak 

TAT peptid dizisi prokaryotik ekspresyon vektöründe üretilecek, üretilen proteinin in vitro 

aktivitesi tespit edilerek SMA hastalığı için ilaç ön adayı oluşturulacak.  

 
Tez çalışması kapsamında gerçekleştirilen araştırmalar Şekil 2.1’de verilmiştir. 

 
Birinci basamakta, klonlama çalışmaları yapıldı. Bu amaç doğrultusunda; 

• SMN1 geni pET-21a vektörüne klonlandı. 

• TAT dizisi, SMN1-pET-21a vektörü içerisine, SMN1’in hemen önüne gelecek 

şekilde klonlandı. 

 
İkinci basamakta, TAT-SMN1 füzyon proteininin üretimi ve üretilen proteinin saflaştırılma 

deneyleri yapıldı. Bu amaca uygun olarak aşağıdaki çalışmalar yapıldı. 

 
• TAT-SMN1 klonu, protein ekspresyon için BL21(DE3) codon plus bakterisine 

klonlandı. 

• TAT-SMN1-pET-21a in BL21(DE3) codon plus klonu IPTG ile indüklenerek 

protein üretimi gerçekleştirildi. 

• Bakteriler lizis edilerek tüm proteini lizat olarak elde edildi. 

• His-Tag metodu kullanılarak üretilen TAT-SMN proteini saflaştırıldı. 

• Saflaştırılan protein, protein seviyesinde hem SDS-Page hem de Western blot 

teknikleriyle doğrulandı 
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Üçüncü basamakta, saflaştırılan proteinin in vitro aktivitesi belirlendi.  

• SH-SY5Y hücrelerinde SMN1 geni, shRNA tabanlı lentivirüs sistemiyle susturma 

çalışmaları yapıldı.  

• Saflaştırılan TAT-SMN1 proteininin nöroblastoma hücre modeli olan SH-SY5Y 

hücrelerindeki proliferatif etkisi belirlendi. 

• SH-SY5Y hücreleri nörona farklılaştırılarak, üretilen rekombinant proteinin in vitro 

aktivitesi protein düzeyinde IFC deneyi ile belirlendi 

 

 

Şekil 2.1: Tez iş akış şeması 
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3. MATERYAL VE YÖNTEMLER 
3.1 Materyaller 

3.1.1 Deneysel Çalışmalarda Kullanılan Laboratuvar Cihazları 

Deneysel süreç boyunca farklı cihazlar, kitler ve solüsyonlar kullanılmıştır. Cihazların 

kalibrasyonları ve bakımı düzenli olarak yapılarak, deneyin doğruluğu ve güvenilirliği 

sağlanmıştır. Kullanılan cihazlar ve markaları Tablo 3.1’de verilmiştir. 

 

Tablo 3.1: Deneysel çalışmalarda kullanılan cihazların listesi.
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3.1.2 Deneysel Çalışmalarda Kullanılan Kitler / Kimyasallar 

Deneysel çalışmalar için birçok kimyasal malzeme ve hazır kit kullanılmıştır. Kullanılan 

kimyasal malzemeler risk faktörleri dikkate alınarak, uygun koşullarda hazırlanarak 

muhafaza edilmiştir. Kullanılan kitler üreticinin talimatları doğrultusunda kullanılmıştır. 

Tablo 3.2: Deneysel çalışmalarda kullanılan kimyasalların listesi.
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Tablo 3.2 (devam) 
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3.1.3 Deneysel Çalışmalarda Kullanılan Vektörler 

Rekombinant TAT-SMN proteininin üretimi için ilk olarak SMN1-pEGFP-N2 (Şekil 3.1) 

klonu yurtdışından temin edildi. Daha sonra, SMN1 geni restriksiyon enzimlerle kesilerek 

pET-21a (Novagen) vektörüne klonlandı (Şekil 3.2) ve SMN1-pET21a klonu elde edildi. 

Sonraki aşamada ise TAT dizisi oligoları birbirine bağlandıktan sonra SMN1-pET21a 

vektörüne klonlanarak TAT-SMN1-pET21a vektörü elde edildi. 

 

  

Şekil 3.1: pEGFP-N2 vektörünün şematik gösterimi. 

 

 

Şekil 3.2: pET-21a vektörünün şematik gösterimi. 
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SH-SY5Y hücrelerindeki SMN1 ifadesini susturmak amacıyla pLKO.1-TRC vektörüne, 

SMN1 dizisinde 2 bölgeye karşılık gelen 2 shRNA dizisi klonlandı. Negatif kontrol grubu 

için pLKO.1-shSCR vektörü kullanılmıştır. Kullanılan vektörler Şekil 3.3 ve Şekil 3.4’de 

gösterilmiştir. 

 

 

Şekil 3.3: shRNA dizilerinin klonlanacağı, pLKO.1-TRC vektörünün şematik gösterimi. 

 

 

Şekil 3.4: Negatif kontrol olarak kullanılacak olan pLKO.1-shSCR vektörünün şematik 
gösterimi. 
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SMN1 genini susturmak amacıyla pLKO.1-TRC vektörüne klonlama çalışmalarından 

sonra HEK293T hücrelerine transfeksiyon gerçekleştirilmiştir. Bu transfeksiyon esnasında, 

lentivirüslerin üretiminde gerekli olan pMD2.G ve psPAX2 plazmidleri de kullanıldı. Bu 

vektörler Şekil 3.5 ve Şekil 3.6’da gösterilmiştir. 

 

 

Şekil 3.5: Lentivirüs üretiminde rol oynayan pMD2.G plazmidinin şematik gösterimi. 

 

 

Şekil 3.6: Lentivirüs üretiminde rol oynayan psPAX2 plazmidinin şematik gösterimi. 
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3.1.4 Deneysel Çalışmalarda Kullanılan Hücreler 

ATTC’den HEK293T hücreleri, lentivirüs üretiminde kullanılmak için satın alınmıştır. 

Hücrenin inverted mikroskop altındaki görüntüsü Şekil 3.7’de verilmiştir. 

 

 

Şekil 3.7: HEK293T hücre hattının 40x büyütme ile mikroskop görüntüleri (ATCC). 

 
ATTC’den satın alınan SH-SY5Y, insan nöroblastoma hücre hattı SMN1 geni 

susturulduktan sonra rekombinant TAT-SMN proteininin in vitro aktivite deneylerini 

belirlemek için kullanılmıştır. Hücrenin inverted mikroskop altındaki görüntüsü Şekil 

3.8’de verilmiştir. 

 

 

Şekil 3.8: SH-SY5Y hücre hattının 40x büyütme ile mikroskop görüntüleri (ATCC). 
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3.1.5 Klonlama Çalışmalarında Kullanılan Primerler 

Tez çalışması kapsamında öncelikle klonlama basamaklarında TAT dizisinin oligoları 

birbirine bağlanarak SMN1-pET-21a vektörüne klonlandı. Daha sonra SMN1 shRNA 

klonlama deneylerinde SMN1 shRNA 210 ve SMN1 shRNA 522 oligolarının ileri ve geri 

primerleri birbirlerine bağlanarak pLKO.1-TRC vektörüne klonlandı. Tez çalışması 

kapsamında kullanılan klonlama primerleri ve %GC oranı Tablo 3.3’te verilmiştir. 

Tablo 3.3: Klonlama çalışmalarında kullanılan primer dizileri ve %GC oranları. 

Primer Adı Nükleotit Dizisi (5’→3’) %GC 

SMN1 Ekspresyon İleri AGGAGGATTCCGTGCTGTTCC 57,14 

SMN1 Ekspresyon Geri CAATTGAAGCAATGGTAGCTGGG 47,83 

Hβ-2- Ekspresyon İleri TTTCTGGCCTGGAGGCTATC 55 

Hβ-2- Ekspresyon Geri CATGTCTCGATCCCACTTAACT 45,5 

TAT Dizisi Sense 
AAAGGATCCGGCTATGGCCGTAAAAAACG

TCGTCAGCGTCGTCGTGGCGAATTCAAA 
50,88 

TAT Dizisi Anti-Sense 
TTTGAATTCGCCACGACGACGCTGACGAC

GTTTTTTACGGCCATAGCCGGATCCTTT 
50,88 

SMN1 shRNA 210 İleri 
CCGGAAGAAGAATACTGCAGCTTCCCTCG

AGGGAAGCTGCAGTATTCTTCTTTTTTTG 
46,5 

SMN1 shRNA 210 Geri 
AATTCAAAAAAAGAAGAATACTGCAGCTT

CCCTCGAGGGAAGCTGCAGTATTCTTCTT 
36,6 

SMN1 shRNA 522 İleri 
CCGGAAATCTGCTCCATGGAACTCTCTCG

AGAGAGTTCCATGGAGCAGATTTTTTTTG 
46,5 

SMN1 shRNA 522 Geri 
AATTCAAAAAAAATCTGCTCCATGGAACT

CTCTCGAGAGAGTTCCATGGAGCAGATTT 
39,6 

 
3.2 Yöntemler 

3.2.1 Laboratuvar Ortamının Temizliği ve Malzemelerin Sterilizasyonu 

Laboratuvar, haftalık periyotlarla çamaşır suyu, %70’lik etil alkol ve virkon içeren 

dezenfektanlarla temizlendi. Hücre kültürü laboratuvarında, sterilizasyon ve dezenfeksiyon 

için çeşitli yöntemler kullanıldı.  

 

Ultraviyole lamba, bakteri, virüs, mantar ve diğer mikroorganizmaları UV ışınlarına maruz 

bırakarak, ortam dezenfeksiyonu için kullanıldı. Çalışmalar başlamadan önce, 

laboratuvarın ve laminar flow kabininin UV lambası yaklaşık 30 dk açılarak sterilizasyon 



36 

sağlandı. Hücre kültürü laboratuvarında, havadan kaynaklanan kontaminasyonu önlemek 

amacıyla HEPA Filtre cihazı kullanıldı. Ayrıca ortam, haftalık olarak virkonlu su ve 

Sodyum Hipoklorit ile steril edildi. 

 
Sıcaklıktan etkilenmeyen malzemeler ve solüsyonlar 121°C’de 20 dk süreyle otoklav 

cihazı kullanılarak sterilize edildi. Bu malzemeler arasında ependorf tüpler, pipet uçları ve 

çeşitli solüsyonlar bulunmaktadır. Otoklavın ardından, bu malzemeler 80°C’lik etüvde 

kurumaya bırakıldı. Otoklavlanmaya uygun olmayan çözeltiler ise 0.22-0.45 μm’lik 

filtrelerden geçirilerek steril hale getirildi. 

 
RNA çalışmalarında, ortam ve malzemelerdeki RNaz’ların inaktive olması için %0.1 

DEPC’li su kullanıldı. Çalışma alanı ve gerekli araç gereçler, Biokon A dezenfektanı ve 

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

 
3.2.2 Klonlama Çalışmalarında Kullanılan Teknikler 

3.2.2.1 Bakteri Besiyerlerinin Hazırlanması 

Luria Broth (LB) hem katı hem de sıvı besiyeri için kullanılmıştır. Üretici talimatına göre 

katı besiyeri için LB Agar, önerilen miktarda dH2O içinde çözülerek otoklavlanmıştır. 

Daha sonra 40-45℃’ye kadar soğuması beklenmiştir. Soğuyan besiyerine, son 

konsantrasyonu 100 µg/mL ampisilin veya 30 µg/mL kanamisin olacak şekilde 

eklenmiştir. Hazırlanan LB agar karışımı, petri kaplarına dökülerek katılaşması için 

bekletilmiştir. Petri kapları 4℃’de ışıktan korunarak saklanmıştır. 

 
Sıvı besiyeri hazırlığı için ise, üretici talimatı doğrultusunda 1 Litre için gerekli LB broth 

tartılarak, dH2O içinde çözülmüştür. Çözünen LB broth, 121℃’de 20 dk süreyle otoklav 

cihazında sterilize edilmiştir. Ardından, sıvı besiyeri 4℃’de saklanmıştır.  

 
3.2.2.2 Kompetent Hücrelerin Hazırlanması 

Kompetent hücre deneyine başlamadan önce 0.1 M CaCl2, 1 Litrelik erlen, 200 ependorf, 

%40’lık gliserol hazırlandı ve otoklavda steril edildi. E. coli suşlarından (XL-1 Blue, 

DH5α) hücreler, gliserol stoktan antibiyotiksiz petrilere tek koloni ekimi yapılarak bir gece 

37℃’de inkübe edildi. Sonraki gün, tek kolonilerden bir tanesi seçilerek 10 mL LB sıvı 

besiyerine ekim yapıldı ve bir gece 37℃’deki çalkalamalı etüvde inkübe edildi. 1 Litrelik 

erlene 95 mL LB sıvı besiyeri eklendi ve ön kültürden 5 mL inoküle edilerek 37℃’deki 

çalkalamalı etüvde inkübasyona bırakıldı. Düzenli olarak absorbans ölçümleri kontrol 

edildi. OD600 değeri 0.5-0.6 arasına ulaşınca bakteri kültürü, 50 mL’lik steril falkonlara 
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paylaştırıldı. Daha sonra 4℃’de 5.000 rpm’de 5 dk. santrifüj yapıldı ve süpernatant 

uzaklaştırıldı. Kalan pellete 25 mL 0.1 M CaCl2 eklendi ve yavaşça pellet çözüldü. Hücre 

süspansiyonu 45 dk. boyunca buz üzerinde bekletildikten sonra 4℃’de 5.000 rpm’de 5 dk. 

santrifüj yapıldı ve süpernatant uzaklaştırıldı. Kalan pellete 10 mL 0,1 M CaCl2 çözeltisi 

eklenerek tekrar yavaşça çözüldü. 1-4 saat kadar buz üzerinde bekletildi. Son aşamada, 10 

mL %40’lık soğuk gliserol eklenerek karıştırıldı. Bu karışım, 2 mL’lik ependorflara 200’er 

µL olacak şekilde bölündü ve -80℃’de saklandı. 

 
3.2.2.3 Kompetent Hücrenin Etkinliğinin Belirlenmesi 

Klonlama çalışmaları için oluşturulan kompetent hücreler, halkasal plazmitlerle 100 ng, 10 

ng ve 0.1 ng konsantrasyonlarında transforme edildi. Transformasyon sonrası, seçici 

antibiyotik içeren petri kaplarında koloniler sayıldı. Transformasyon etkinliği 95-100 

cfu/µg olan kompetent hücreler bu çalışmalarda tercih edildi. Kompetent hücre etkinliği 

formül kullanılarak hesaplandı. 

 
 

             
 

 
3.2.2.4 Gliserol Stok Hazırlanışı 

Bakteri ön kültürü, bek alevi yanında etiketlenmiş ependorf tüplere 200 µL olacak şekilde 

paylaştırıldı. Üzerine %40’lık steril gliserolden 200µL eklendi ve -80℃’ye kaldırılarak 

bakteri soyu sonraki çalışmalar için saklandı. 

 
3.2.2.5 Primer Tasarımı 

Tez çalışmasında klonlama, ekspresyon, amacıyla kullanılan primerler, 

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

siteleri kullanılarak tasarlandı. Primerler tasarlanırken; ileri ve geri primerlerin Tm 

değerlerinin birbirine yakın olmasına, saç tokası yapısı oluşmamasına ve nükleotit 

dağılımının eşit olmasına, G-C bakımından az olmasına özen gösterildi. Tasarlanan 

primerlerin kontrolü NCBI Blast kullanılarak analiz edildi. 

 
3.2.2.6 TAT Dizilerinin Bağlanma Reaksiyonu 

TAT peptit dizisinin ileri ve geri primer uçlarına EcoRI- BamHI kesim bölgeleri eklenerek 

sense ve antisense olarak tasarlandı. Primerlerin birbirine bağlanması için Tablo 3.4’te 

verilen koşullarda reaksiyon hazırlandı ve 95℃’de 5 dk inkübe edildi. Daha sonra EcoRI- 

Koloni sayısı (cfu)
DNA konsantrasyonu ×

1 × 103

µg  
 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.restrictionmapper.org/
http://www.idtdna.com/
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BamHI enzimleri ile kesildi ardından PCR pürifikasyonu yapılarak, SMN1-pET-21a 

vektörüne klonlandı.  

Tablo 3.4: TAT dizisi ileri ve geri primer bağlanma bileşenleri. 

 

                    Son hacim    50 µL 

 
3.2.2.7 Küçük Ölçekli Plazmit DNA İzolasyonu 

Gliserol stoktan ampisilin veya kanamisin antibiyotiği içeren 10 mL LB besiyerine ekim 

yapıldı. Bir gece 37℃’deki çalkalamalı etüvde inkübe edildi ve plazmit izolasyonu 

GeneJET Plasmid MiniprepTM kitinin önerdiği şekilde yapıldı. Ön kültür 11.000 g’de 10 

dk. santrifüj edildi ve süpernatant atıldı. Pellet 250 µL resüspansiyon ile süspanse hale 

getirildi. Süspanse pellet, 2 mL’lik ependorf tüplere alınarak 250 µL lizis tamponu eklendi. 

Tüpler 3-6 kez alt üst edilerek lizis olması beklendi. Daha sonra 350 µL nötralizasyon 

solüsyonu eklendi ve tüpler 3-6 kez alt üst edilerek örneğin kirli beyaz olması beklendi. 

Ependorflar, 11.000 g’de 10 dk. santrifüjü yapıldı. Süpernatant GenJETTM kolona 700 µL 

olacak şekilde transfer edildi ve kolon 11.000 g’de 1 dk. santrifüj yapıldı. Alt kısım atıldı 

ve kolonun üzerine 600 µL yıkama solüsyonu 1 eklenerek 11.000 g’de 1 dk. santrifüj 

edildi. Alt kısım atıldı ve kolonun üzerine 500 µL yıkama solüsyonu 2 eklenerek 11.000 

g’de 1 dk. santrifüj edildi. Son olarak kolonun altı atılarak üzerine ekleme yapılmadan 2 dk 

11.000 g’de santrifüj yapıldı. Kolon temiz ependorf tüpüne alınarak üzerine 42℃’ye 

ısıtılmış 50 µL dH2O eklendi ve 5 dk. oda sıcaklığında bekletildi. Kolon 11.000 g’de 1 dk. 

santrüfüj edilerek elüsyon alındı. Plazmit DNA miktarı belirlendi ve -20℃’de saklandı. 

 
3.2.2.8 DNA Miktar Tayini 

DNA konsantrasyonu, μDrop™ Plate cihazı ile 260 nm’de absorbans değerleri ölçülerek 

belirlendi. Protein kirliliğini belirlemek amacıyla 280 nm’de absorbans alındı. Her DNA 

örneğinden 2 µL ve kör olarak 2 µL dH2O kullanıldı. DNA miktarı ve saflığı aşağıdaki 

formül yardımıyla hesaplandı. 

 
 

 
 

 
 

Bileşenler Miktar 
TAT ileri primer (50pmol)  1 µL 
TAT geri primer (50pmol)  1 µL 
dH2O 48 µL 

DNA miktarı (ng/µL) = A260 x 50 ng/μL x (10 mm/0.49 mm) 
Saflık = A260 / A280 
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3.2.2.9 Restriksiyon Endonükleaz Kesimi 

Klonlama çalışmalarında vektör içerisinden çıkarılmak istenen bölge veya 

rekombinantların tespiti için vektörlerin iki ucunda (tek enzim kesimi de olabilir) bulunan 

restriksiyon kesim bölgeleri kullanıldı. Restriksiyon endonükleaz enzimlerinin 

çalışabilmesi için üreticinin aynı markalı ürünleri kullanılarak, son hacim 1 µg veya 3 µg 

olacak şekilde DNA örneği eklenerek kesim reaksiyonları hazırlandı. 37°C’de 1 saat, 3 saat 

veya 16 saat kesim reaksiyonları gerçekleştirildi. Thermo Scientific™ FastDigest™ ve 

NEB marka enzimler Kesim sonuçları agaroz jel elektroforezinde yürütülüp UV ışık 

altında analiz edildi. 

3.2.2.10  DNA Agaroz Jel Elektroforezi 

Kesim sonuçlarını analiz edebilmek ve DNA’yı jelde görüntülemek amacıyla %1, %1.5, 

%2’lik agaroz jeller hazırlandı. Yüzde orana denk gelecek şekilde agaroz tartıldı ve erlene 

eklenerek 0.5X TBE tamponunda çözüldü. Daha sonra mikrodalgada 3 dk kaynatıldı. Biraz 

soğuduktan sonra, agaroz jele konsantrasyonu 0.5 µg/mL olacak şekilde etidyum bromür 

eklenerek hafifçe çalkalandı. Elektroforez kasetine döküldü ve donması beklendi. Daha 

sonra. Elektroforez tankı 0.5X TBE tamponu ile dolduruldu ve örnekler 6X yükleme 

boyası ile boyanarak (10:1 oranında) kuyucuklara yüklendi. 1 kb DNA büyüklük belirteci 

(marker) kullanılarak örneğin büyüklüğü belirlendi. 90 volt akımda 50 dk yürütülen jeller 

UV görüntüleme ile analiz edilerek sonuçlar kaydedildi. Bu deneysel aşamada kullanılan 

ürünler Tablo 3.5’te belirtilmiştir. 

Tablo 3.5: DNA agaroz jel elektroforezinde kullanılan malzemeler. 

Çözelti  Bileşimi ve Hazırlanışı  
5X TBE Tamponu 54g Tris Base (Sigma), 27.5g Borik asit (Sigma), 20 mL 

0.5M’lık EDTA (pH:8) tartıldı. 1 L steril dH2O ile manyetik 
karıştırıcıda çözüldü. pH’ı 8.0’e ayarlandı. Otoklavlanıp 
kullanıldı. 

0.5X TBE Tamponu 1 L 0.5X TBE için 100 mL 5X TBE, mezürle ölçüldü ve üzeri 
900 mL steril dH2O ile tamamlandı. 

Et-Br Stok Çözelti Son derişimi 10 mg/mL olarak steril dH2O ile çözülerek 
hazırlandı ve folyo ile kaplı falkonda saklandı. (4℃). 

6X Yükleme Boyası 0.25 g bromofenol mavisi, 30 ml gliserol ile çözülür daha sonra 
filtreden geçirilerek kullanılır. 

1 kb DNA Marker 1 µL (DNA ladder): 1 µL (Yükleme boyası): 4 µL (dH2O) 
oranında karıştırılarak hazırlandı. 
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3.2.2.11  Agaroz Jelden DNA’nın Geri Kazanılması 

Jelden geri kazanılacak insert DNA veya vektör steril bıçak yardımıyla küçük parçalara 

ayrılır. Daha önceden boş ağırlığı belirlenmiş 2 mL’lik ependorflara konulur. Bundan 

sonraki prosedür GeneJET Gel ExtractionTM kitinin önerdiği şekilde gerçekleştirilmiştir. 

1:1 oranda bağlama tamponu (sarı renkli) solüsyon eklenir ve 55℃’de jel tamamen 

eriyinceye kadar inkübe edilir. Jel tamamen eridikten sonra GeneJET kolonuna 700 µL 

eklenir. Bir kolona maksimum 1000 µL yüklenmelidir. Daha sonra 1 dk. 13.500 rpm’de 

santrifüj edildi. Alta geçen süpernatant atıldı ve 600 µL yıkama tamponu eklenerek 1 dk. 

13.500 rpm’de santrifüj edildi. Tekrar süpernatant atıldı ve bu kez boş olarak 2 dk. 13.500 

rpm’de santrifüj edildi. Son aşamada, kolon temiz bir ependorfa alınarak üzerine yaklaşık 

40℃’ye ısıtılmış 50 µL dH2O eklendi ve 5 dk oda sıcaklığında bekletildi. 1 dk. 13.500 

rpm’de santrifüj yapıldıktan sonra DNA -20’℃’de saklandı. 

 
3.2.2.12  PCR Pürifikasyonu 

Jelde gözükmeyecek kadar küçük DNA parçaları için PCR pürifikasyonu yapıldı. PCR 

pürifikasyonu QIA quick PCR Purification Kiti kullanılarak yapıldı. Her 50 µL kesim 

ürününe 250 µL PBI eklendi ve biraz pipetaj yapıldı. Daha sonra bütün karışım kitin 

kolonuna alındı. 1 dk 13.500 rpm’de santrifüj yapılarak alttaki süpernatant kısım atıldı. 750 

µL PE eklenerek tekrar 1 dk 13.500 rpm’de santrifüj yapıldı ve süpernatant atıldı. Elüsyon 

için kolon temiz bir ependorfa alınarak üzerine yaklaşık 42℃’ye ısıtılmış 50 µL dH2O 

eklendi ve 5 dk oda sıcaklığında bekletildi. 1 dk. 13.500 rpm’de santrifüj yapıldı. 

 
3.2.2.13  Ligasyon Reaksiyonu 

Klonlanması yapılacak DNA (insert) ile lineer vektörü birbirine bağlamak için ligasyon 

deneyi gerçekleştirildi. Thermo Scientific™ markalı T4 Ligaz enzimi ve uygun tampon 

kullanılarak 16℃’de 1 gece inkübasyona bırakıldı, reaksiyon koşulları Tablo 3.6’da 

verilmiştir. Sonraki gün ligasyon ürünleri kompetent hücrelere transforme edildi. 

Tablo 3.6: Ligasyon bileşenleri. 

Bileşenler Miktar 
İnsert DNA 12 µL 
Lineer vektör 5 µL 
T4 DNA ligaz tampon (10X) 2 µL 
T4 DNA ligaz (5 U/µL) 1 µL 

            Son hacim      20 µL 
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3.2.2.14  Transformasyon 

Kompetent hücreler, -80℃’den alındı ve 10 dk buz üzerinde bekletildi. Daha sonra, 200 

µL kompetent hücreye, ligasyon ürünü veya halkasal plazmit DNA’sından 1-10 µL 

eklendi. Bu kompetent hücre-plazmit karışımı, 40 dk boyunca buz üzerinde bekletildi. 

Daha sonra ependorf, 42℃’deki bir su banyosunda 2 dk bekletildi. Ardından 2 dk daha buz 

üzerinde bekletildi ve 800 µL LB besiyeri eklendi. 3 saat boyunca 37 ℃’deki çalkalama 

etüvünde inkübe edildi. Bu sürenin sonunda, transformasyon kültürü, 5 dk boyunca 5.000 

rpm’de santrifüj edildi ve elde edilen pellet, 60 µL LB besiyerinde süspanse hale 

getirilerek uygun antibiyotiği içeren petri kabına yayıldı. Petri kutuları, besiyerinin yayılan 

kültürü emmesi için 15 dk boyunca düz bir şekilde 37℃’deki inkübatöre konuldu. Daha 

sonra, petri kutuları ters çevrildi ve 16 saat inkübasyona bırakıldı. Sonraki gün petri 

kabındaki kolonilerden sıvı kültüre ekim yapılarak, gliserol stoklar, plazmit izolasyonu ve 

restriksiyon kesimler yapıldı. 

 
3.2.3 Rekombinant Protein Üretme ve Saflaştırma Çalışmalarında Kullanılan 

Malzemeler ve Teknikler 

3.2.3.1 Rekombinant TAT-SMN Proteininin Üretilmesi 

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

klonlandı. Bu soyun kullanılmasının bazı avantajları şunlardır; 

 
Kodon Yanlılığını Aşma: BL21 (DE3) Codon Plus, E. coli’de nadiren ifade edilen 

kodonları içeren bir genin zorla yüksek seviyede ifadesi durumunda iç tRNA havuzlarının 

tükenmesi durumunda meydana gelen kodon yanlılığını aşar. 

 
Yüksek Seviyede İfade: Bu hücreler, birçok heterolog rekombinant genin yüksek seviyede 

ifadesini kolaylaştırır. 

 
Zaman ve Emek Tasarrufu: Kodon yanlılığını aşmak, proteinin bir ökaryotik ifade 

sisteminde ifade edilmesi gerektiği durumlarda zaman ve emek tasarrufu sağlar. 

 
TAT-SMN1-pET-21a BL21 (DE3) Codon Plus gliserol stoktan ön kültür ekimi yapıldı ve 

16 saat 37℃’de çalkalamalı etüve inkübasyona bırakıldı. Sonraki gün, ön kültür 1 L’lik 

erlen içerisinde Ampisilin ve 240 mL LB broth üzerine eklendi ve OD600’de 0.6- 0.7 

aralığına gelmesi takip edildi. OD600’değeri 0.6’ya ulaştığında erlenden 50 mL kültür bir 

falkona alındı ve 4000 g’de 20 dk santrifüjlendi pellet halinde -20℃’de saklandı (TAT-

SMN – olarak isimlendirildi). Geriye kalan 200 mL kültür 15 dk buz üzerinde bekletilerek 
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bakterilerin üremesi durduruldu. Daha sonra son konsantrasyon 1 mM olacak şekilde IPTG 

(İzopropil-β-D-tiyogalaktopiranozit) eklenerek 4 saat 37℃’de 150 rpm hızda çalkalamalı 

etüve protein üretimi için bırakıldı. 4 saatin sonunda 200 mL kültür falkonlara alınarak 

4000 g’de 20 dk santrifüjlendi. Pelletler -20℃’de 1 gece saklandı (TAT-SMN + olarak 

isimlendirildi). Bu aşamaya kadar alınan bütün pelletler, boş ağırlığı daha önce tartılan 

falkonlara alındı. Ardından sonraki aşamalarda kullanmak üzere pellet ağırlığı hesaplandı. 

 
Sonraki gün tüm pelletler (TAT-SMN- ve TAT-SMN+ birbirine karıştırılmadan aynı 

işlemler yapıldı) 15 dk buz üzerinde bekletildi. Ardından pellet ağırlının 5 katı olacak 

şekilde 1X Yükleme Tamponu eklenerek pellet süspanse hale getirildi. Ardından, son 

konsantrasyonu 0.1 M olacak şekilde Lizozim Enzimi eklendi ve yavaşça pipetaj yapıldı. 

Örnekler hafif yapışkan kıvama geldiğinde, son konsantrasyon 10 µg/mL RNase A ve 5 

µg/mL olacak şekilde DNAse I uygulandı. 15 dk oda sıcaklığında bekletildikten sonra 1 

mL’lik insülin iğnesi yardımıyla tüm lizatlar yeni bir falkona aktarıldı (İğne ucundan 

çıkarılıp karışım çekilir ve iğne takılarak lizat yeni falkona boşaltılır). Yeni falkonlardaki 

lizat 4℃’de 10000 g’de 30 dk santrifüj yapıldı. Süpernatanttan His-Tag protein 

saflaştırması yapıldı ve pellet atıldı. 

 
3.2.3.2 Rekombinant Protein Saflaştırma 

Protein saflaştırma işlemi His-Tag metodu ile yapılmıştır. His-Tag, bir proteinin C-

terminaline veya N-terminaline eklenen küçük bir amino asit dizisidir, genellikle 6 ila 10 

histidin kalıntısından oluşur. His-Tag metodu, proteinin Ni2+ gibi divalent metal iyonlarına 

bağlanma yeteneğini kullanır. Bu bağlanma, histidinlerin imidazol halkasının metal 

iyonları ile etkileşime girmesi sonucu oluşur. Bu etkileşim, nötr ila hafif bazik bir pH 

(genellikle 7.5- 8) aralığında gerçekleşir. His-Tag metodunun bazı avantajları şunlardır: 

 
Küçük boyutu: His-Tag’ın boyutu genellikle dört ila on amino asit arasında değişir. Bu 

küçük boyutu, hedef proteinin işleviyle nadiren çakışır. 

 
Düşük immünojeniklik: His-Tag, düşük bir immünojenikliğe sahiptir, yani bağışıklık 

sistemini çok az uyarır. 

 
Çok yönlülük: His-Tag, hem doğal hem de denatüre koşullar altında çalışabilir. 

 
Yüksek saflaştırma verimi: His-Tag metodu, yüksek kaliteli bir saflaştırma reçinesi ile 

kullanılır (mL başına 80 mg’a kadar protein verimi sağlayabilir). 



43 

Bu metotta Sigma marka kit, kolon ve imidazol içeren rezin reçinesi kullanıldı. Bu sayede 

daha efektif ve saf TAT-SMN proteini elde edildi. His-Tag metodunun kullanılabilesi için 

Ni-NTA (Nikel-Nitrilotriasetik asit) afinite kromatografisi matrisi kullanıldı.  

 

Histidin kalıntıları, His-Tag’da, immobilize edilmiş nikel iyonlarının koordinasyon 

küresindeki boş pozisyonlara yüksek özgüllük ve afinite ile bağlanır. Hücre lizatları, 

matrislere yüklenir. His-Tag’li proteinler bağlanır ve diğer proteinler matrisin içinden 

geçer. 

 
Bölüm 3.2.3.1’de anlatıldığı gibi son santrifüjün ardından, Ni-NTA kolonları hazırlandı. 

Bu işlem 300 µL rezin eklenerek başladı. Ardından 1000 g’de 1dk santifüj ile rezin kolona 

tamamen yerleşti. Lizattan 200 µL alınarak SDS-Page ve Western blot deneylerinde 

kullanılmak üzere (TAT-SMN+) etiketlenerek 4℃’de saklandı Daha sonra üzerine 9 mL 

protein lizatı eklendi. 8-10 kez pipetaj yapıldıktan sonra oda sıcaklığında 200 rpm’de 

çalkalamalı etüve bırakıldı. 1 saat boyunca belirli aralıklarla pipetaj yapılmaya devam 

edildi. 1 saatin sonunda 2000 g’de 5 dk santrifüj yapıldı.  

 

Bu aşamada histidin etiketli TAT-SMN proteini kolonda kaldı, histidin içermeyen 

proteinler kolonun altında süpernatant olarak kaldı. Bu aşamadan sonra 0.5X Yıkama 

Tamponundan kolona 500 µL eklenerek pipetaj yapıldıktan sonra 1000 g’de 1 dk santrifüj 

yapıldı. Alttaki süpernatanttan 200 µL alınarak SDS-Page ve Western blot deneylerinde 

kullanılmak üzere (TAT-SMN-wash) etiketlenerek 4℃’de saklandı.  

 

Son aşamada ise elüsyon alındı. 1X Elüsyon Tamponundan 600 µL eklenerek pipetaj 

yapıldı ardından 4000 g’de 15 dk santrifüj yapıldı (TAT-SMN-1.el olarak isimlendirildi). 

Daha sonra 500 µL 1X Elüsyon Tamponundan eklendi ve 2.elüsyon alındı (TAT-SMN-2.el 

olarak isimlendirildi).  

 

Üretilen rekombinant protein, hücre kültürü kabininde 0.45 µM filtreden geçirilerek 

Bradford Yöntemi ile protein miktarı belirlendi. Ardından, rekombinant protein stoklama 

tamponu ile 1:1, 2:1 ve 3:1 oranda karıştırılarak -20℃’de saklandı. Kullanılan solüsyonlar 

Tablo 3.7’de verilmiştir. 
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Tablo 3.7: Saflaştırma için kullanılan solüsyonlar 

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

0.2383 g tartılarak 1 mL dH2O ile çözüldü. 0.22-µM 
filtreden geçirilerek -20℃’de saklandı.   

1X Yükleme Tamponu 4X Yükleme Tamponuna 1:3 oranda dH2O eklendi. 
Lizozim (0.5 M) 0.0072 g lizozim tozu, 1 mL dH2O ile çözüldü. Bu 

çözelti daha sonra 0.22 µM filtreden geçirilerek hemen 
kullanıldı 1-2 gün 4℃’de saklanabilir.   

RNase A (10 µg/mL) 100 mg/mL ana stoktan 1 µL alınarak 9 µL dH2O ile 
pipetaj yapıldı (10 mg/ mL). Daha sonra bu stoktan 1 µL 
alınarak 9 µL dH2O ile pipetaj yapıldı (1 mg/ mL). Daha 
sonra bu stoktan 1 µL alınarak 9 µL dH2O ile pipetaj 
yapıldı (100 µg/ mL). Daha sonra bu stoktan 1 µL 
alınarak 9 µL dH2O ile pipetaj yapıldı, -20℃’de 
saklandı.   

DNase I (5 µg/mL) 33300 µg/mL ana stoktan 1.5 µL alınarak üzerine 73.5 
µL DNase I Bağlama Tamponu eklenerek hazırlandı 
(666 µg/mL). Bu dilüsyondan 1 mL lizata 7.5 µL 
eklenerek kullanıldı. 

1X Yıkama Tamponu Kit içerisindeki 4X Yıkama Tamponu.1:3 oranda dH2O 
eklenerek hazırlandı. 

1X Elüsyon Tamponu Kit içerisindeki 4X Elüsyon Tamponu.1:3 oranda dH2O 
eklenerek hazırlandı. 

Stoklama Tamponu 25 mM Tris HCl (pH: 7.3), 100 mM Glisin, %10 
Gliserol 

 
3.2.4 İn Vitro Çalışmalarda Kullanılan Teknikler 

3.2.4.1 -80°C’den Alınan Hücre Soyunun Başlatılması 

Donuk haldeki hücreler 37°C’de eritilir. Eriyen hücrelere, %10 FCS içeren DMEM 

eklenerek 15 mL’lik falkona alınır. 1000rpm’de 1dk santrifüj yapılır. Süpernatant atılır, 

pellet 2 mL %10 FCS ve %1 antibiyotik içeren DMEM ile çözülür. Daha sonra, petri 

kabına 8 mL besiyeri eklenir. Besiyerinin her tarafına 2 mL’lik hücre süspansiyonundan 

damla damla eklenir. Petri kabı etiketlenerek 37°C’de %5 CO2 içeren inkübatöre bırakılır. 

 
3.2.4.2 Hücre Kültürü Besiyerinin Hazırlanması 

Hücre kültürü çalışmalarında SH-SY5Y hücreleri için 4℃’de saklanan 200 mM L-

Glutamin içeren DMEM (Dulbecco’s Modified Eagles Medium) kullanıldı. SH-SY5Y 

hücreleri için, hacimce %10 FCS içeren DMEM hazırlandı ve içerisine penisilin 

streptomisin solüsyonundan son konsantrasyonu 1X olacak şekilde ilave edilerek 

kullanıldı. 
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Fosfat Tamponlu Tuzlu Su (10X PBS) Hazırlanması 

PBS tablet, üreticinin talimatına göre, bir tablet 100 mL dH2O (10X) ile çözülerek 

hazırlandı. Sterilizasyonu 20 dk 121°C’de otoklav ile yapıldı. Daha sonra 1X’e dH2O ile 

sulandırılarak, 4°C’de buzdolabında muhafaza edildi. 

 
Tripsin-EDTA (TE) Hazırlanması 

%0.25 (w/v) tripsin ve 0.53 mM EDTA, 1X PBS içerisine eklendi ve 0.22 μm’lik filtreden 

geçirilerek hazırlandı. Daha sonra -20℃’de saklandı. 

 
Tripan Mavisi Boyasının Hazırlanması 

%0.4 (w/v) olacak şekilde tripan mavisi 1X PBS içinde hazırlandı. 0.4 g tripan mavisi 100 

mL PBS’de çözüldü. Boya oda sıcaklığında saklandı. 

 
3.2.4.3 Hücre Soyunun Pasajlanması 

Petri kabındaki hücre yoğunluğu %90’a ulaşınca, üzerindeki %10 FCS’li DMEM 

uzaklaştırıldı. 1X PBS’den 2 mL eklenerek hafifçe hücreler yıkandı. Daha sonra üzerine 

Tripsin-EDTA solüsyonundan 2 mL eklenerek, inkübatörde 5 dk inkübe edildi. İnkübasyon 

sonunda hücrelerin yüzeyden ayrıldığı görüldü. Bu aşamada üzerine 4 mL %10FCS’li 

DMEM eklenerek, 15 mL’lik falkona alındı. 5 dk 1000rpm’de santrifüj yapıldı. 

Süpernatant atıldı, alttaki pellet üzerine 6 mL %10FCS’li DMEM eklendi ve çözüldü. 3 

yeni petriye 8 mL %10 FCS’li DMEM eklendi ve üzerine hücre süspansiyonundan 2 mL 

eklenerek pasajlanmış oldu. 

 
3.2.4.4 Hücrelerin -80°C’de Stoklanması 

Petri kabındaki yoğunluğu %90’a ulaştığında hücreler bölüm 3.2.4.3’te anlatıldığı gibi 

Tripsin-EDTA yardımıyla kaldırıldı. Pellet son aşamada %10 (v/v) DMSO içeren 1 mL 

FCS ile çözülerek cryovial tüpe veya ependorf tüpüne aktarıldı. Gerekli etiketlemeler 

yapıldıktan sonra hücreler hızlıca -80°C’ye kaldırıldı. 

 

3.2.4.5 Hücrelerin Sayımı ve Hücre Deneyinin Kurulması 

Hücreleri saymak için tripan mavi boyası ve Thoma Lamı kullanıldı. Bölüm 3.2.4.3’te 

anlatıldığı gibi hücreler pellet haline getirildi. Daha sonra pellet büyüklüğüne göre 4-8 mL 

%10FCS’li DMEM eklenerek pellet süspanse hale getirildi. Bu hücreden 1 mL alınarak 

ependorfa koyuldu. Daha sonra ependorftan başka bir ependorfa 50 µL hücre süspansiyonu 

alındı ve üzerine 50 µL tripan mavisi boyası eklenerek pipetaj yapıldı. Homojen olduktan 
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sonra 10 µL Thoma lamına aktarıldı ve inverted mikroskop ile hücrelerin sayım işlemi 

gerçekleştirildi. Beyaz hücreler canlı, mavi boyanan hücreler ise ölü olarak kabul edildi. 

Sayılan canlı hücrelerin mililitredeki toplam sayısı hesaplama yapılarak bulunur. 

 
Toplam canlı hücre sayısı/Hücreye eklenen DMEM (mL) = Sayılan Beyaz Hücre x 2 x 104 

 

 

 

 
3.2.4.6 shRNA Kullanarak Gen İfadesi Susturma 

shRNA (short hairpin RNA), gen ifadesini susturmak için kullanılan yapay bir RNA 

molekülüdür. shRNA, gen susturma sürecinde, hedef genin mRNA’sını tanıyarak ve 

bağlanarak işlevini durdurur. Bu bağlanma, mRNA’nın protein kodlama yeteneğini 

engeller. Sonuç olarak, hedef genin ifadesi ‘susturulmuş’ olur. Bu deney dört kısımdan 

oluşmaktadır. İlki shRNA oligolarını birbirine bağlayarak pLKO.1-TRC vektörüne 

klonlanmasını içermektedir. İkincisi, klonlanan vektörün hücre kültüründe Lentiviral Sıvı 

üretmek için HEK293T hücrelerine transfeksiyonunu içerir. Üçüncüsü HEK293T 

hücrelerinden elde edilen Lentiviral sıvının, geni susturulacak hücreye uygulanmasını 

içermektedir. Dördüncü basamakta ise Lentivirüs uygulanan hücrelerin 96’lık plakalarda 

tek koloni gelecek şekilde dilüsyonunu içermektedir. 

 
shRNA Primerlerinin Tasarlanması 

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

tasarlanırken ilk olarak, siRNA’ların ATG’nin en az 25 baz çifti olmasına dikkat edildi. 

İkinci olarak, özellikle AAN19 paterni kullanıldı. Ayrıca, shRNA’nın GC içeriğinin %36-

52 arasında olması sağlandı. 15 ve 19 pozisyonlarında en az bir adenin (A) nükleotidinin 

bulunmasına özen gösterildi. Son olarak, timin (T) nükleotid tekrarlarından kaçınıldı ve 

intronları hedeflememeye dikkat edilerek shRNA primerleri tasarlandı. 

 
 
shRNA Oligolarının Bağlanması 

Tasarlanan shRNA oligolarının ileri ve geri primerleri 95℃’de 4 dk ardından 75℃’de 4 dk 

inkübe edilerek, oda sıcaklığında soğumaya bırakılmıştır. Bağlama reaksiyonu Tablo 

3.8’de belirtilen koşullarda hazırlanmıştır.  

 

 

% Canlılık = 
Canlı hücre sayısı

 Toplam hücre sayısı x 100 

https://sirna.wi.mit.edu/
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Tablo 3.8: shRNA primerlerinin bağlama bileşenleri. 

 
 

pLKO.1-TRC Vektörünün Kesilmesi 

Oligolar birbirlerine bağlandıktan sonra, bu oligoların klonlanacağı pLKO.1-TRC vektörü 

EcoRI ve AgeI enzimleriyle 37℃’de 2 saat kesilerek lineer hale getirildi. Kesim ürünleri 

%2’lik agaroz jelde yürütüldü. 7 kb ve 1.9 kb olan 2 banttan, büyük olan 7 kb’lik bant 

jelden geri kazanıldı. pLKO.1-TRC vektörünün kesim reaksiyonu Tablo 3.9’da verilmiştir.  

 

Tablo 3.9: pLKO.1 TRC kesim planı 

Bileşenler Miktar 
pLKO.1 TRC 6 μg 
10X CutSmart Tampon (NEB) 5 µL 
EcoRI (NEB) 1 µL 
AgeI (NEB) 1 µL 
dH2O (Son Hacime Tamamlanır) 50 µL  

 

pLKO.1-TRC Vektörün ve shRNA Oligolarının Ligasyonu 

shRNA oligoları ve lineer pLKO.1-TRC vektörü ile ligasyon 22℃’de 30 dk süreyle Tablo 

3.10’da belirtilen koşullarda kuruldu. Ligasyon ürünlerinin, dH5α kompetent hücresine 

transformasyonu gerçekleştirildi. pLKO.1-TRC ampisiline dirençli olduğu için bu petriler 

kullandı.  

 

Tablo 3.10: shRNA oligoları ve pLKO.1-TRC ligasyon planı 

Bileşenler Miktar 
Lineer pLKO.1 TRC (EcoRI ve AgeI) 3 μL 
shRNA bağlanma ürünü 2 µL 
T4 Ligaz Tamponu 2 µL 
T4 Ligaz Enzimi 1 µL 
dH2O (Son Hacime Tamamlanır) 20 µL  
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Rekombinant pLKO.1-TRC Vektörünün Belirlenmesi 

Petride üreyen kolonilerden sıvı kültüre ekim yapılarak plazmit DNA izolasyonları yapıldı. 

Rekombinant kolonilerin tespiti için EcoRI ve NcoI enzimleriyle 37℃’de 45 dk kesim 

reaksiyonları Tablo 3.11’de belirtildiği gibi kurulmuştur. Kesim sonuçları agaroz jelde 

görüntülendi. 5kb ve 2kb’de 2 bant veren koloniler rekombinant olduğu varsayılarak BM 

Laboratuvar Hizmetleri firmasına dizi analizine gönderildi.  

 

Tablo 3.11: Rekombinant shRNA içeren vektörlerin belirlenmesi için restriksiyon 
endonükleaz kesim reaksiyonu. 

Bileşenler Miktar 
Koloni plazmit DNA’sı 1 μg 
10X CutSmart Tampon (NEB) 2 µL 
EcoRI (NEB) 0.8 µL 
AgeI (NEB) 0.8 µL 
dH2O (Son Hacime Tamamlanır) 20 µL  

 
Büyük Ölçekli Plazmit DNA İzolasyonu 

Transfeksiyon deneylerinde kullanmak amacıyla büyük ölçekli ve gliserol stoklarından ön 

kültür ekimi yapıldı. Sonraki gün yeni gliserol stoklar yapılarak -80°C’de saklandı. 5mL 

ön kültür ampisilin içeren 95 mL LB Broth’a eklendi. 1 gece 37°C inkübe edilerek 

plazmitin üretimi sağlandı. Daha sonra, Macharey-Nagel NucleoBond® Xtra Plus kit 

kullanılarak büyük ölçekli plazmit DNA izolasyonu gerçekleştirildi. İzole edilen plazmit 

DNA miktarı belirlendikten sonra örnekler -20℃’de saklandı. 

 
Transfeksiyon ve Lentivirüs Üretimi  

shRNA klonlama çalışmasından sonra Lentiviral Sıvı üretmesi amacıyla HEK293T 

hücreleri büyütüldü. Ayrıca paketleme vektörleri (pMD2.G ve psPAX2) ve klonlanan 

shRNA vektörlerinin büyük ölçekli DNA izolasyonu yapıldı. HEK293T hücreler 

antibiyotiksiz bir şekilde Bölüm 3.2.4.5’te belirtildiği gibi 2 adet 6’lık plakaya 400.000 

hücre olacak şekilde bölündü.  

 

Ertesi gün, hücrelerin tutunmasının ardından, SMN1 geninin susturulması için Tablo 

3.12’de verilen oranlarda ve kontrol olarak kullanılacak pLKO.1-shSHSCR plazmidinin 

transfeksiyon karışımı Tablo 3.13’deki gibi hazırlandı. Hazırlanan karışımlar 30-40 dk oda 

sıcaklığında bekletildi. Ardından hücrelere damla damla eklendi. 48 saat sonra HEK293T 

hücrelerinin medyumları alınarak 1000 rpm’de 5 dk santrifüjlenerek süpernatant 4°C’de 
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saklanır. Hücreye taze medyum eklenir ve 72.saatte bu medyum da alınarak santrifüjlenir. 

Ardından 48 ve 72. Saat medyumları birleştirilerek 0.45 μm filtreden geçirilerek -80°C’de 

saklanır. 

 
pMD2.G: Bu plazmit, shRNA’ların hedef hücrelere teslim edilmesini sağlayan viral kabuk 

proteinlerini kodlayan bir plazmittir. Özellikle lentiviral vektörlerle birlikte kullanılır. 

Lentivirüsler, genetik materyali hedef hücreye teslim etmek için sıkça kullanılan viral 

vektörlerdir. pMD2.G plazmidi, lentiviral partiküllerin yüzeyine zararlı hedef hücreye 

girerken gerekli olan kabuk proteini (env) sağlar. Bu, hedef hücrelerin lentivirüsle enfekte 

olmasını sağlar. 

 
psPAX2: Bu plazmid, lentiviral partiküllerin oluşturulması için gerekli olan diğer viral 

proteinleri (Gag, Pol ve Rev) kodlar. Lentivirüslerin hedef hücrelere entegrasyonunu 

kolaylaştırır ve viral parçacıkların olgunlaşmasını sağlar. 

 
Bu 3 plazmidin birlikte kullanılması, hedeflenen genin ifadesini baskılamak için 

shRNA’ları içeren lentiviral vektörlerin üretilmesini sağlar. Lentiviral vektörler, genetik 

materyali etkin bir şekilde hedef hücrelere taşıyabilir ve uzun süreli ifadeyi sağlayabilir, bu 

da shRNA’ların uzun süreli etkisini sağlar. 

 

Tablo 3.12: shRNA transfeksiyon bileşenleri. 

Bileşenler Miktar 
pMD2.G 300 ng 
psPAX2 1400 ng 
Rekombinant shRNA pLKO.1-TRC 1400 ng 
TurboFect™ Transfection Reagent 6 µL 
DMEM (Son Hacime Tamamlanır) 400 µL  

 

Tablo 3.13: Kontrol grubu olarak kullanılacak transfeksiyon bileşenleri. 

Bileşenler Miktar 
pMD2.G 300 ng 
psPAX2 1400 ng 
Boş pLKO.1-shSCR 1400 ng 
TurboFect™ Transfection Reagent 6 µL 
DMEM (Son Hacime Tamamlanır) 400 µL  
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Hücrelere Lentivirüslerin Uygulanması 

Lentivirüsler HEK293T hücreleri tarafından üretildikten sonra, hücre (SH-SY5Y) Bölüm 

3.2.4.5’te belirtildiği gibi 6’lık plakalara 400.000 hücre (hücreler için optimize edilmeli) 

olacak şekilde bölünmüştür. Ertesi gün, %10 FCS’li DMEM içerisinde 8 µg/mL olacak 

şekilde protamin sülfat bulunan medyum hazırlanmıştır. Hücre medyumları 1.200 µL ve 

1.600 µL olacak şekilde tamamlanmıştır. Medyum değişikliğinden sonra, 400 µL ve 800 

µL gen susturmak için pLKO.1-TRC’li, kontrol grubu olarak kullanılacak pLKO.1-

shSCR’li lentiviral sıvılar damla damla eklenerek tüm kuyular 2 mL’ ye tamamlandı (400 

µL ve 800 µL, farklı çalışmalarda değişkenlik gösterebilir). 48 saat sonunda, 1 µg/mL 

olacak şekilde puromisin antibiyotiği uygulanmıştır (Her hücrenin direnci farklıdır, 

puromisin miktarı literatür taraması veya 96’lık plakada farklı dozlar uygulanarak 

seçilmelidir). 48 saatte bir puromisin doz hatırlatması yapılmıştır. Her puromisin 

uygulamasından önce, medyumlar çekilmiş, bütün kuyular PBS ile yıkanmış ve medyum 

%10 FCS’li DMEM ile değiştirilmiştir. Bu işlemler sırasında, transfeksiyonun yapılmadığı 

kontrol grubuna da 1 µg/mL puromisin uygulandı ve kontrol grubunda bulunan bütün 

hücrelerin ölmesi beklendi, öte yandan pLKO.1-TRC ve kontrol grubu olarak kullanılacak 

pLKO.1-shSCR’li hücrelerin bu plazmitleri alarak puromisine dirençli olması beklendi.  

Bu deneyde kullanılan solüsyonların hazırlığı Tablo 3.14’de verilmiştir. 

 
Protamin sülfat, lentiviral vektörlerin hedef hücrelere bağlanmasını ve enfekte olmasını 

kolaylaştırır. Hücre dışında lentiviral vektörlerin stabilizasyonunu sağlar ve hedef hücrelere 

yönlendirilmesine yardımcı olur. Ayrıca, protamin sülfatın negatif yüklü hedef hücre 

zarlarıyla etkileşime girmesi, lentiviral vektörlerin hücreye girişini artırır. 

 

Tablo 3.14: Gen ifadesi susturma çalışmalarında kullanılan solüsyonlar. 

Çözelti  İçeriği  
Protamin Sülfat (1 mg /mL) 0.001 g protamin sülfat tozu, 1 mL 6M HCl ile 

çözüldü. Bu çözelti daha sonra 8 µg/mL olacak şekilde 
dH2O ile sulandırılarak -20℃’de saklandı. 

6M HCl  10 mL son hacimde 5012 µL %100 HCl, 4988 µL 
dH2O eklenerek oda sıcaklığında saklandı. 

Puromisin (1 mg /mL) 0.001 g puromisin tozu, 1 mL dH2O ile çözüldü. Bu 
çözelti daha sonra 0.5 µg/mL olacak şekilde dH2O ile 
sulandırılarak -20℃’de saklandı. 
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Susturulmuş Tek Koloni Seçimi 

Lentiviral sıvı uygulaması yapılmamış kontrol hücrelerinin tamamı puromisin ile öldükten 

ve pLKO.1-TRC ile kontrol grubu olarak kullanılacak pLKO.1-shSCR’li hücrelerin doz 

hatırlatmaları yapıldıktan sonra, sadece gen ifadesini susturacak olan pLKO.1-TRC 

uygulanan hücreler, gen ifadesi susturulmuş kolonilerin ayırt edilmesi amacıyla 96 

plakalara bölünmüştür. Hücreler sayılarak Şekil 3.9’da gösterildiği gibi ilk kuyuda 2048, 

ikinci kuyuda 1024 gibi azalacak ve son kuyulara sadece 1 hücre gelecek şekilde Bölüm 

3.2.4.5’te belirtildiği gibi sayılarak yapıldı. 96’lık plaka bulunan hücrelere de puromisin 

uygulanarak medyumları düzenli olarak 3 günde 1 defa olacak şekilde değiştirilmiştir. Tek 

hücreler çoğalarak koloni olduğunda önce 6’lık plakalara daha sonra petri kabına alınarak, 

1 hücreden 1 petri hücre üretildi. Gen ifadesi susturulmuş hücre soyu böylelikle 

başlatılabilir. 

 

 

Şekil 3.9: Gen ifadesi susturulmuş tek koloni seçmek amacıyla yapılan dilüsyonun şematik 
gösterimi. 

 
3.2.4.7 Hücreden Toplam RNA İzolasyonu 

Bölüm 3.2.4.3’te anlatıldığı gibi TE ile kaldırılan hücreler, 2 mL 1X PBS eklenerek 

çözülür ve 1000 rpm’de 5 dk santrifüj yapıldı. Ardından, süpernatant atıldı ve pelletten 

innuPREP RNA Mini Kit 2.0 kitinin önerdiği şekilde RNA izolasyonu gerçekleştirildi. 

Öncelikle Lizis tamponundan 400 µL eklenir ve 2 dk oda sıcaklığında bekletilir. Daha 

sonra pipetaj yapılar pelletin tamamı çözülür ve 3dk daha oda sıcaklığında bekletilir. 

Ardından kit içeriğinde bulunan D kolonuna RNA örneği yüklenerek 11.000g’de 2 dk 

santrifüj yapılır. Santrifüjden sonra kolon altına inen süpernatantın üzerine %70’lik soğuk 
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etanol eklenir. 4-5 kez pipetaj yapıldıktan sonra kolon içerisinde bulunan R kolonuna bu 

karışım yüklenir. 11.000g’de 2 dk santrifüj yapılır. Santrifüj sonrası süpernatant atılır, 

kolon temiz bir ependorfa alınarak üzerine Yıkama Tamponu HS’den 600 µL eklenerek 

11.000g’de 1 dk santrifüj yapılır. Daha sonra yine süpernatant atılır, kolon temiz bir 

ependorfa alınarak üzerine Yıkama Tamponu LS’den 700 µL eklenerek 11.000g’de 1 dk 

santrifüj yapılır. Ardından, tekrar süpernatant atılır, kolon temiz bir ependorfa alınarak 

üzerine %80’lik etanolden 700 µL eklenerek 11.000g’de 1 dk santrifüj yapılır. Daha sonra 

yine süpernatant atılır, kolon temiz bir ependorfa alınarak üzerine hiçbir şey eklenmeden 

11.000g’de 2 dk santrifüj yapılır. Son olarak kolon temiz ependorfa alınır, kolon içerisine 

35 µL dH2O eklenir 1 dk 11.000g’de santrifüj yapılarak elüsyon alınır. RNA miktarı 

belirlenerek sonraki çalışmalar için -80℃’de saklanır. 

 
3.2.4.8 RNA Miktarının Belirlenmesi 

İzolasyonu yapılan RNA, µDropTM ile 260 ve 280 nm’de ölçüldü. RNA örneğinden 2 µL 

ve kör olarak 2 µL dH2O kullanıldı. RNA’nın miktarı ve saflığı formüller ile hesaplandı. 

 
RNA miktarı (ng/µL) = A260 (Örnek-Kör) x 40 x 40 Saflık = A260 (Örnek-Kör) / 
A280 (Örnek-Kör) 
 
3.2.4.9 RNA’dan Komplementer DNA (cDNA) Sentezi 

İzolasyonu yapılan RNA’ların miktarları belirlendikten sonra Revers Transkriptaz Enzimi 

ile 2 basamakta cDNA sentezlendi. İlk basamak; oligo-dT primerinin mRNA’ların polyA 

kuyruğuna eklenmesini içermektedir. İkinci basamakta RNA’nın okunarak Komplementer 

DNA üretimi gerçekleştirilir. Kullanılan ürünler Tablo 3.15’te verilmiştir. 

Tablo 3.15: RT reaksiyonu bileşenleri ve yapılan işlemler. 
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3.2.4.10  Real-Time PCR 

LightCycler® 480 cihazı kullanılarak Gerçek Zamanlı PCR yapıldı. Bu çalışmada 

ekspresyon nicel olarak elde edildi. RNA izolasyonlarının ardından yapılan cDNA’ların 

kalıp olarak kullanıldığı bu sistemde, her örnek en az 3 tekrarlı olacak şekilde çalışılmıştır. 

Deney sonucunun daha sağlıklı olması için cDNA’ların hepsi 1000 ng/µL olacak şekilde 

sulandırıldı. Kontrol olarak Hβ-2-M ekspresyon primerleri kullanıldı. Tablo 3.16’da 

verilen bileşenler 96 kuyucuklu Real-Time plakasına eklendikten sonra üzeri şeffaf jelatin 

(seal) ile kapatıldı. Ardından Tablo 3.17’de verilen döngülerde cihaz çalıştırıldı. Sonuçlar 

Livak metoduna göre analiz edildi. Elde edilen gen Ct değerlerinin ortalaması alındı. Hβ-2-

M ortak değerinden gen ortak değeri çıkarıldı ve sonuç 2’nin kuvveti olacak şekilde 

hesaplandı. Ardından her grup kendi kontrol grubuna bölündü, kontrol grubu ise 1 olarak 

alındı. Grafik hazırlama işlemi GraphPad programı ile yapıldı. 

 

Tablo 3.16: Real-Time PCR bileşenleri. 

 

Tablo 3.17: Real-Time PCR döngü şartları. 

 

 
3.2.4.11 Hücreden Protein İzolasyonu 

Bölüm 3.2.4.5’te belirtildiği gibi 6’lık plakalara kurulan deneylerde protein ifadesine 

bakmak için RIPA tamponu ile protein izolasyonu yapıldı. RIPA tamponu, hücre ve 

dokuların lizisinde kullanılan bir çözeltidir. Bu tampon, proteinlerin hücrelerden ve 
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dokulardan verimli bir şekilde ekstrakte edilmesini kolaylaştırır. Özellikle, nükleer zarların 

parçalanması ve nükleer özütlerin elde edilmesi süreçlerinde kullanılır. RIPA tamponunun 

bileşenleri tablo 3.18’de verilmiştir. 

 

6’lık plakalar önce 3 kez soğuk 1X PBS ile yıkanır. Ardından 60 µL RIPA tamponundan 

eklenir (farklı hücre hatlarında farklı miktarda kullanılması gerekebilir). Buz üzerinde 10 

dk inkübe edilir. Daha sonra plastik bir kazıyıcı spatül ile mekanik olarak hücreler 

yüzeyden parçalanarak ayrılır. Daha sonra lizat ependorfa alınır. Ardından ependorf buz 

dolu sonikasyon cihazında 2 dk bekletildi. Sonikasyon işleminden sonra 2 dk buz üzerinde 

bekletildi. Bu 2 aşama toplam 3 kez yapıldı. Ardından ependorf buz üzerinde 10 dk 

bekletildi. Son olarak 13.500 rpm’de 15 dk santrifüj yapıldı. Süpernatant temiz ve soğuk 

bir ependorfa alındı. Daha sonra Bradford Yöntemi ile proteinlerin miktarı belirlenerek 

örnekler -80℃’de saklandı.  

Tablo 3.18: RIPA çözeltisinin bileşenleri

 

3.2.4.12 Bradford Yöntemi 

Bradford yöntemi, bir çözeltide bulunan protein miktarını belirlemek için kullanılan hızlı 

ve etkili bir analiz tekniğidir. Bu metot, proteinlerle etkileşime giren Coomassie Brilliant 

Blue G-250 boyasının oluşturduğu renk değişikliğini 595 nm dalga boyunda ölçerek 

çalışır.  

 

Öncelikle Tablo 3.19’a göre Bradford Boyası hazırlandı. Daha sonra standart eğri 

oluşturmak için kuyulara örnek yerine konsantrasyonları belli olan BSA (Bovine Serum 

Albümin) kullanıldı. Stok BSA’dan derişimi 0, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800 ve 

1000 µg/mL olan standart çözeltiler hazırlandı. 595 nm’de absorbans okutularak 

konsantrasyona karşı absorbans grafiği çizildi. Şekil 3.10’da Bradford Standart eğri grafiği 

verilmiştir. 
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Tablo 3.19: Bradford Reaktifnin Hazırlanışı 

Çözelti  Hazırlanışı 
Bradford  0.1 g Coomassie brillant blue (G-250), 50 mL %95’lik etil alkol içinde 

çözüldü ve 100 mL %85 (w/v) fosforik asit eklendi. Son hacim dH2O 
ile 1 L’ye tamamlandı. Çözelti filtre kağıdından geçirilip ışık almayan 
bir şişede 4℃’de saklandı. 

 

 

Şekil 3.10: Bradford Eğrisi ve protein miktarı hesaplama formülü 

 
Formül hazırlandıktan sonra, 96 kuyulu plakaya her protein örneğinden 2.5 µL eklendi. 

Protein örneklerinin üzerine 2.5 µL dH2O eklenerek 2 kat sulandırılmış oldu. Kör olarak 5 

µL dH2O kullanıldı. Tüm kuyulara 250 µL Bradford Solüsyonundan eklenerek, 10 dk 

karanlıkta ve oda sıcaklığında bekletilir. Ardından 595 nm’de ölçüm alındı ve protein 

miktarı Şekil 3.10’daki formül ile hesaplandı. Örnek absorbansı – kör absorbansı yapılarak 

y yerine yazıldı, ardından x değeri bulundu ve 2 ile çarpılarak protein miktarı bulundu. 

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

SDS (Sodyum Dodesil Sülfat), proteinlerin hidrofobik yapılarına bağlanarak proteinlerin 

elektrik yüklerini maskeleyen bir deterjandır. Bu sayede, proteinlerin sadece moleküler 

büyüklüklerine bağlı olarak ayrışmasını sağlar. Ayrıca, SDS aynı zamanda proteinlerin 

denatürasyonunu da sağlar, böylece proteinlerin ikincil ve tersiyer yapıları etkisiz hale gelir 

ve yalnızca primer yapılarına dayalı olarak elektrik akımıyla ayrışırlar. Bu elektrik alanı, 

SDS içeren tamponun içinden geçerken proteinlerin jelin içinde hareket etmesini sağlar. 

y = 0,0005x + 0,0317
R² = 0,9904
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Daha küçük proteinler büyük proteinlere göre daha hızlı hareket ederler, bu nedenle 

proteinler moleküler büyüklüklerine göre jelin içinde ayrılırlar.  

 
Jel hazırlanması için, ilk önce camlar ve kasetler yerleştirildi. Daha sonra Tablo 3.20’de 

verilen oranlarda %10’luk veya %12’lik (dH2O ve Akrilamid/Bisakrilamid oranı değişir) 

küçük beher içerisinde ayırma jeli hazırlandı ve iki cam arasına en üstte 4 cm boşluk 

kalacak şekilde döküldü. Alt jelin düz olması için, jelin üzeri izopropanol ile tamamen 

dolduruldu. Jel donduktan sonra, izopropanol kurutma kâğıdı ile alındı. Ardından Tablo 

3.21’de verilen oranlarda yığma jeli hazırlandı ve ayırma jelinin üzerine döküldü. Jel tarağı 

takılarak polimerleşmeye bırakıldı. Ardından örnek hazırlığına başlandı. Bradford yöntemi 

ile miktarı belirlenen proteinler her kuyuda 40 µg/mL protein olacak şekilde hesaplandı, 

her örnek 20 µL’ye yığma tamponu ile tamamlandı. Örneklerin üzerine %10 β -

merkaptoetanol içeren 4X Laemmli Örnek Tamponundan 5 µL eklenerek, örnekler 

boyandı. Bu boya örneğin kuyuya girmesini ve jel üzerinde hareketini gözlemlememizi 

sağladı.  

 

Örnekler hazırlandıktan sonra 95°C’de 5 dk denatüre edildi. Ardından yürütme tankı 1X 

yürütme tamponu ile dolduruldu ve jel tanka takıldı. Daha sonra örnekler kuyulara 20 µL 

olacak şekilde yüklendi. Son olarak proteinlerin büyüklüğünü analiz etmek için 

PageRuler™ Prestained Protein Ladder belirtecinden 5 µL yüklenerek, 80V’da 4 saat 

yürütüldü. Proteinler büyüklüklerine göre ayrıldıktan sonra, jel tanktan çıkarılarak jel 

boyama boyasına 1 gece bırakıldı. Sonraki gün boya tekrar kullanılmak üzere saklandı. 

Jelden boyanın uzaklaşması için üzerine saf su veya boya giderici çözelti eklendi ve 

sonuçlar analiz edildi. 

Tablo 3.20: %10’luk ayırma (alt) jel hazırlanışı (2 jel için miktarlar). 

Solüsyon Miktar 
Lower Buffer 2.5 mL 

Akrilamid-Bisakrilamid (37.5:1) 2.5 mL 

%10 APS 100 μL 
ddH2O 5 mL 
TEMED 10 μL 
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Tablo 3.21: Yığma (üst) jel hazırlanışı (2 jel için miktarlar). 

Solüsyon Miktar 
Upper Buffer 1.25 mL 

Akrilamid-Bisakrilamid (37.5:1) 0.625 mL 

%10 APS 3.07 mL 
ddH2O 50 μL 

TEMED 5 μL 

 

3.2.4.14 Western Blot  

Western blot, hücre ekstraktındaki proteinlerden belirli bir proteinin tespit edilmesi için 

kullanılan bir tekniktir. İşlem, proteinlerin bir SDS jel üzerinde büyüklüklerine göre 

ayrılmasını, bir membrana transfer edilmesini ve daha sonra belirli bir proteinin varlığını 

tespit etmek için bir antikor kullanılmasını içerir. Western blot deneyinde kullanılan 

solüsyonlar tablo 3.22’de verilmiştir. 

 
Poliviniliden Florür (PVDF) Membrana Blotlama 

Bölüm 3.2.4.13’te anlatıldığı gibi proteinler jelde 80V’da 4 saat yürütüldükten sonra, jel 

üzerindeki proteinler Poliviniliden Florür (PVDF) membrana transfer edildi. Bu işlem için 

Bio-Rad Trans Blot sistemi kullanıldı. İlk önce 2 cam arasındaki jel soğuk transfer 

tamponu içerisine alındı. Ardından PVDF membran kenarları 6 ve 8 cm olacak şekilde 

kesildi. Kesilen membran 2 dk metanolde bekletilerek aktifleşmesi sağlandı ardından 

soğuk transfer tamponuna alındı ve 5 dk bekletildi. Daha sonra sandviç hazırlandı. Bunun 

için sünger- 3 kâğıt- jel (- kutba yakın olacak)- membran (+ kutba yakın olacak)- 3 kâğıt- 

sünger olacak şekilde hazırlanarak cihaza yerleştirildi. Tank soğuk transfer tamponu ile 

ağzına kadar dolduruldu. Elektrik kabloları uygun şekilde takılarak, 4°C’de 16 saat 90 

mA’da transfer işlemi gerçekleştirildi. 

 
İmmünoblotlama 

İmmünoblotlama, proteinlerin bir jel üzerinde büyüklüklerine göre ayrıldığı, bir membrana 

transfer edildiği ve belirli bir proteinin varlığını tespit etmek için bir antikor kullanıldığı bir 

tekniktir.  

 
İlk olarak membrana spesifik olmayan bağlanmaları önlemek için 20 mL bloklama 

solüsyonu ile 1,5 saat çalkalandı. Ardından 4 kez 1X TBST ile 5’er dk yıkandı. Daha sonra 
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membran, belirtece göre kesilerek antikorlar hazırlandı. Antikorlar, SMN1 (35 kDa) ve β-

aktin (43 kDa) ikisi birlikte kullanıldı. Antikor hazırlanırken 15 mL’lik falkona 6 mL 

bloklama tampon eklendi. İçerisine 1/1000 oranda olacak şekilde SMN1 ((2F1) Mouse 

mAb #12976) antikoru eklendi. Ayrıca 1/5000 oranda olacak şekilde β-aktin ((C4): sc-

47778) antikor eklendi. 4°C’de 16 saat çalkalanarak inkübe edildi. Sonraki gün membran 3 

kez 1X TBST ile 5’er dk yıkandı. Daha sonra, anti Mouse antikoru 1/5000 oranda 

hazırlandı ve membran 1 saat inkübe edildi. 1 saatin sonunda, membran 4 kez 1X TBST ile 

5’er dk yıkandı ve görüntüleme yapıldı. 

 
Proteinlerin Görüntülenmesi ve Analizi 

Görüntüleme işlemi için ECL (PierceTM) substratı kullanıldı. Folyo ile sarılı bir ependorfta 

1:1 oranda Reagent A ve Reagent B karıştırıldı. Membran üzerine 300 µL karışımdan 

eklenerek 1 dk karanlık ortamda bekletildi. Arından UVP BioSpectrumTM görüntüleme 

sisteminde sonuçlar kaydedildi. Daha sonra ImageJ programıyla SMN1 görüntüsü β-

aktin’e oranlanarak sonuçlar analiz edildi ve GraphPad programıyla grafiklendirildi. 

 

Tablo 3.22: Western blot deneyinde kullanılan çözeltiler. 
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Tablo 3.22:(devam) 

 
 

3.2.4.15 Sitotoksisite Testi 

Hücrelerin canlılığını ve metabolik aktivitelerini belirlemek için MTT [3-(4,5-

dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromid] testi yapıldı. MTT testi, sarı renkli 

tetrazolium tuzunun (MTT) sadece canlı hücrelerin mor renkli formazan kristallerine 

indirgenmesi esasına dayanan, kolorimetrik bir yöntemdir. MTT deneyinde gerçekleşen 

kimyasal değişim Şekil 3.11’de verilmiştir. Tablo 3.23’te MTT testi için kullanılan 

kimyasalların hazırlanışı verilmiştir. 

 

  

Şekil 3.11: MTT tuzunun Formazan kristallerine dönüşümü 

 

Tablo 3.23: MTT deneyi için kullanılan kimyasallar 

Çözelti  İçeriği  
MTT (5 mg/mL) 0.05 g MTT tozu, 10 mL 1X PBS’de ile çözüldü. Bu çözelti, 0.22 

μm filtreden geçirilerek steril edildi. -20℃’de saklandı.   
4 mM HCl içeren 
izopropanol 

500 mL son hacimde 210 µL HCl, izopropanole eklenerek 
hazırlandı.  

 
MTT testi için SH-SY5Y hücreleri 96 kuyucuklu plakalara 4’er tekrarlı ve her kuyuda 

1x104 hücre olacak şekilde bölündü. Sonraki gün kontrol gruplarına uygulama 

yapılmazken, rekombinant proteininin etkisine bakılacak hücrelere 250 ng/mL, 500 ng/mL, 

Mitokondriyal redüktaz
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1 µg/mL, ve 2 µg/mL son konsantrasyon olacak şekilde rekombinant TAT-SMN proteini 

uygulandı. 24. ve 48. saat dilimlerinde MTT uygulaması gerçekleştirildi. MTT her kuyuya 

0.5 mg/mL son konsantrasyonda uygulandı. MTT uygulamasının ardından plaka 

inkübatörde 3 saat inkübe edildi. Ardından kuyularda bulunan DMEM uzaklaştırılarak, 4 

mM HCl içeren izoproponolden 200 µL eklenerek çözüldü. Son aşamada 

spektrofotometrede 550 nm’de absorbans alınarak, gerekli hesaplamalar yapıldı. 

 

% Hücre Canlılığı  = 
Örnek absorbansı

Kontrol absorbansı  × 100 
 

3.2.4.16 SH-SY5Y Hücrelerininin Nörona Farklılaştırılması 

Petri veya plakanın zemini hücre bölünmeden önce %10 Kollajen tip 1 içeren PBS’den 500 

µL eklenerek 15 dk bekletildi. Ardından, kuyulardan kollajen çekilerek daha sonra 

kullanılmak üzere 4℃’de saklandı. Ardından hücreler paylaştırıldı ve 1 gece inkübasyona 

bırakıldı. Sonraki gün %2.5 FCS içeren DMEM ile hücre medyumu değiştirildi ve 1 gece 

inkübasyona bırakıldı. Ardından %1 FCS içeren DMEM ile medyum değiştirildi ve her 

kuyuya derişimi 10 µM olacak şekilde Retinoik Asit (RA) uygulandı ve 2 gece 

inkübasyona bırakıldı. Daha sonra %1 FCS içeren DMEM ile medyum değiştirildi ve 10 

µM Retinoik Asit (RA) uygulandı. RA uygulama işlemi toplam 3 kez yapıldı. Hücrelerin 

nörona farklılaştığı inverted mikroskop ile gözlemlendi. Kullanılan solüsyonların 

hazırlanışı tablo 3.24’te verilmiştir. 

 

Tablo 3.24: SH-SY5Y hücrelerinin nörona farklılaştırılmasında kullanılan solüsyonlar. 

Çözelti  Hazırlanışı  
Retinoik Asit (RA) 1mg/mL 0.001 g RA tartılarak, 1 mL DMSO içerisinde 

çözüldü. Ardından -20℃’de saklandı. 
%10 Kollajen Tip 1 4500 mL 1X PBS üzerine 500 µL Kollajen 

eklenerek hazırlandı. 
 
3.2.4.17 İmmünofloresan (IFC)  

İmmünofloresans, hücrelerde spesifik proteinleri veya antijenleri görselleştirmek için 

kullanılan bir tekniktir. Bu yöntem, floresanla işaretlenmiş antikorların hedef moleküllere 

bağlanmasıyla çalışır. En az 6 kez pasajlanan hücrelerin sayım işlemi yapılır. Daha sonra 

24 kuyucuklu plakaların içerisine yuvarlak lameller eklenir. Her kuyuda 5x104 hücre 

olacak şekilde hücreler bu lamellerin üzerine bölünür ve 37℃’deki %5 CO2 inkübatörde 

bir gece bekletilir. Rekombinant olarak üretilen TAT-SMN proteininden 48 saatte 2 kez 
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olacak şekilde 10 µg/mL ve 20 µg/mL konsantrasyon olacak şekilde 3 gün boyunca 

uygulandı. 24. saat tamamlandıktan sonra hücre medyumuna tekrar rekombinant protein 

uygulandı. 48.saatin sonunda hücrelerin medyumu uzaklaştırıldı ve 1X PBS ile 2 kez 

yıkandı. Ardından 250 µL %4 (w/v) paraformaldehit kuyucuklara eklenerek 15 dk inkübe 

edildi böylece hücrelerin fiksasyonu sağlandı. 15dk sonra hücreler 2 kez 1X PBS ile 

yıkandı. Daha sonra hücre çekirdeğine DAPI boyasının ulaşabilmesi için, hücrelere 250 µL 

%0,25 (v/v) Triton X-100 içeren PBS eklendi ve on dk oda sıcaklığında inkübe edildi. 

Ardından hücreler 2 kez 1X PBS ile yıkandı ve %1 (w/v) BSA içeren PBS’ten 250 µL 

eklenerek 90 dk boyunca bloklanması sağlandı. Ardından hücreler 2 kez 1X PBS ile 

yıkandı ve hücrelere %1 BSA’lı PBS ile 1/300 oranında seyreltilmiş SMN1 primer 

antikorundan 250 µL eklendi. Nemli bir ortam hazırlandı ve hücre plakası yerleştirilerek 

4℃’de 1 gece inkübasyona bırakıldı. Sonraki gün primer antikor daha sonra kullanılmak 

üzere ependorfa alındı ve -20℃’de saklandı. Hücre kuyuları 2 kez 1X PBS ile yıkandı bu 

aşamadan sonrası tamamen karanlık ortamda gerçekleştirildi. Kuyucuklara 1/400 oranında 

%1 BSA’lı PBS ile sulandırılmış Alexa FluorTM 488(green) anti-mouse antikorundan 150 

µL eklendi ve 45 dk inkübasyona bırakıldı. Daha sonra hücreler 1X PBS ile 3 kez yıkandı. 

Ardından, 75 mM DAPI’den 150 µL eklenerek 10 dk oda sıcaklığında bekletildi. Daha 

sonra hücreler 4 kez 1X PBS ile yıkandı. Son olarak, kuyulara 200 µL PBS eklendi ve 

yuvarlak lameller ısıtılmış steril iğne yardımıyla aşağıdan yukarı doğru çıkartıldı. Steril 

lam üzerine %90 gliserol damlatıldıktan sonra hücre gliserole gelecek şekilde yerleştirildi. 

Yuvarlak lamın 4 köşesine şeffaf oje damlatılarak sabitlendi. Sonraki gün preparatlar 

floresan mikroskobu kullanılarak görüntülendi ve kaydedildi. Analiz için ImageJ programı 

kullanıldı ve CTCF (Düzeltilmiş Toplam Hücre Floresansı) hesaplandı ve grafik haline 

getirildi. Kullanılan solüsyonların hazırlanışı Tablo 3.25’te verilmiştir. 

Tablo 3.25: İmmuofloresans çalışmalarında kullanılan çözeltiler. 

Çözelti  Hazırlanışı 
4X (w/v) PFA  
(%4 Paraformaldehit) 
 

30 mL 1X PBS üzerine 2g paraformaldehit eklenip 
karıştırıldı. pH 7.2’ye ayarlanıp son hacim 50 mL’ye 
tamamlandı. Daha sonra 0.45 μm filtreden geçirilerek  
-20℃’de saklandı. 

DAPI Boyası 
(75 nM) 

5 mg/mL olarak 1X PBS ile hazırlandı. Ardından, 300 µM 
DAPI (2.1 µL DAPI + 97.9 µL 1X PBS). Daha sonra 300 
nM olacak şekilde 1X PBS ile sulandırıldı. 75 nM olması 
için 300 nM DAPI 4 kat sulandırılarak -20℃’de saklandı. 
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Tablo 3.25:(devam) 

%0.25 (v/v) Triton X-
100 

İlk olarak 12.500 µL Triton X-100 50 mL’ye PBS ile 
tamamlandı(%25). Daha sonra bu %25’lik ara dilüsyondan 
500 µL alınarak 50 mL’ye PBS ile tamamlandı(%0.25). 

 

3.2.5 İstatistiksel Analiz  

İstatistiksel analizler için GraphPad (v10.2.0.392) programı kullanıldı. Tüm nicel veriler, 

ortalama değerler ± S.D veya s.e.m olarak ifade edildi. İki ortalama arasındaki farklar, t 

testi (two-tailed) kullanılarak analiz edildi. İkiden fazla ortalama arasındaki farklar one-

way ANOVA testiyle analiz edildi ve p değeri 0.05 küçük olan sonuçlar istatistiksel olarak 

anlamlı kabul edildi.  
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4. BULGULAR 
4.1 Klonlama Çalışmaları 

4.1.1 SMN1 Gen Varyant Seçimi 

SMN1 geni, insanlarda 5. kromozomun uzun (q) kolunun 13.2 lokasyonunda 

bulunmaktadır. NCBI veri tabanında 3 izoformu bulunmaktadır (bk. EK A.1, A.2 ve A.3). 

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

kodlar. Bu varyantın, SMN1 tarafından üretilen baskın transkript olduğu düşünülmektedir. 

 
Transkript Varyantı a: Bu varyant (a), sondan bir önceki ekzondan yoksundur ve bu, d 

varyantı ile karşılaştırıldığında alternatif bir çeviri durdurma kodonuyla sonuçlanır. Ortaya 

çıkan izoform (a), izoform d’ye kıyasla daha kısadır ve belirgin bir C terminaline sahiptir. 

 
Transkript Varyantı b: Bu varyant (b), d varyantına kıyasla 3’ CDS’de alternatif bir 

çerçeve içi ekzondan yoksundur. Ortaya çıkan protein (izoform b) daha kısadır ancak 

izoform d ile karşılaştırıldığında aynı N- ve C-terminallerine sahiptir. 

 
SMN1 geninin protein ekspresyonu amacıyla, transkript varyant d (NM_000344.4) 

kullanılarak primer dizisi tasarlandı. SMN1 gen dizisinin restriksiyon kesim bölgeleri 

analiz edildi. Geni kesen ve kesmeyen enzimler Restriction Mapper 3 programı ile 

belirlendi (bk. EK A.4 ve Tablo A.1). Ardından, ekspresyon vektörü pET-21a’yı kesen 

enzimler belirlendi. Daha sonra SMN1 genini kesmeyen, ancak pET-21a vektörünü kesen 

EcoRI ve SalI enzimleri klonlama için seçildi. pEGFP-N2 vektörü, içerisinde SMN1 geni 

yurtdışından Prof. Dr. Claus Peter’dan temin edildi. Ardından, pET-21a vektörüne 

klonlanması yapıldı.  

 

4.1.2 SMN1 Geninin pET-21a Vektörüne Alt Klonlaması 

SMA hastalığındaki eksik SMN proteinini üretecek olan SMN1 geni prokaryotik 

ekspresyon vektörü olan pET-21a’ya klonlandı. Şekil 4.1’de SMN1 geninin klonlama 

çalışmasına ait iş akış diyagramı gösterilmektedir. 

 



64 

 

Şekil 4.1: SMN1 genini pEGFP-N2 vektöründen, pET-21a vektörüne alt klonlama 
basamakları. 

 

İlk önce SMN1-pEGFP-N2 ve Boş pET-21a gliserol stoklarından 10’ar mL ön kültür ekimi 

yapıldı. Sonraki gün Bölüm 3.2.2.7’de belirtildiği gibi küçük ölçekli plazmit DNA 

izolasyonu yapıldı. Daha sonra hem insert (SMN1) hemde vektör (pET-21a) EcoRI- SalI 

restriksiyon enzimleri ile Bölüm 3.2.2.9’da açıklandığı gibi kesim reaksiyonu kurularak 

kesildi. 37℃’de 16 saat inkübe edilerek reaksiyon gerçekleştirildi. SMN1-pEGFP-N2 

(Şekil 4.2) ve pET-21a (Şekil 4.3) kesimleri Bölüm 3.2.2.10’da belirtildiği gibi %2’lik 

agaroz jel elektroforezinde yürütüldü. 
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Şekil 4.2: SMN1 pEGFP-N2 vektörünün EcoRI- SalI enzimleri ile kesiminin agaroz jel 
elektroforezi görüntüsü. (M: Marker, 1: SMN1 geni (İnsert)) 

 

 
Şekil 4.3: Boş pET-21a vektörünün EcoRI- SalI enzimleri ile kesiminin agaroz jel 

elektroforezi görüntüsü. (M: Marker, 2: pET-21a (Vektör)) 
 

Şekillerdeki 1 (Lineer İnsert SMN1) ve 2 (Lineer Vektör pET-21a) numaralı bantlar Bölüm 

3.2.2.11’de anlatıldığı gibi jelden kesilerek geri kazanıldı. Jelden geri kazanılan lineer 

insert ve lineer vektör ile Bölüm 3.2.2.13’te belirtilen prosedüre uygun olarak 16℃’de 16 

saat ligasyon reaksiyonu gerçekleştirildi. Ligasyon ürünlerinin Bölüm 3.2.2.14’te anlatılan 

protokol ile DH5α kompetan hücrelere transformasyonu yapıldı. Transformasyonda Amp+ 

petriler kullanıldı, petriler 37℃’de 16 saat inkübe edildi. Ardından, petrilerde koloni 

oluşumları gözlemlendi. Bu kolonilerden 3 tanesi seçilerek Amp+ LB sıvı besiyerine 

ekimleri yapıldı. Ön kültürlerden Bölüm 3.2.2.4’te belirtildiği gibi gliserol stoklar 

hazırlanıp plazmit DNA izolasyonu yapıldı. Bölüm 3.2.2.8’de anlatıldığı gibi DNA 

miktarları belirlenerek rekombinant koloni tespiti için EcoRI – SalI enzimleriyle kontrol 

kesim reaksiyonları kuruldu. Kesim ürünleri %2’lik agaroz jel elektroforezinde yürütülüp 

rekombinant koloniler ayırt edildi.  

M            1            1              1           1              1            1             1             1     1 
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Şekil 4.4: Rekombinant olduğu düşünülen (SMN1-pET-21a) 3 koloninin, EcoRI- SalI 
enzimleri ile kontrol kesiminin agaroz jel elektroforezi görüntüsü. (M: Marker, 1:1.koloni, 

2:2.koloni, 3:3.koloni) 

 

Şekil 4.4’te insert veren 3 koloni de dizi analizi için BM Laboratuvar Sistemleri firmasına 

gönderildi. Dizileme sonuçları Bioedit programıyla NCBI’dan alınan SMN1 dizisiyle 

karşılaştırılarak analiz edildi (bk. EK B.1) 

 

4.1.3 TAT Dizisinin SMN1-pET-21a Vektörüne Klonlanması 

Rekombinant SMN proteininin hedef hücreye girişini sağlayacak olan TAT peptit dizisi 

rekombinant SMN1-pET-21a’ya EcoRI–BamHI enzimleri ile klonlandı. TAT dizisi 

oligoları sense ve anti-sense olacak şekilde ve uç kısımlarında EcoRI– BamHI kesim 

bölgeleri eklenerek tasarlandı. Şekil 4.5’te TAT dizisinin SMN1-pET-21a vektörüne 

klonlama çalışmasına ait iş akış diyagramı gösterilmektedir. 

 

M            1          2 3
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Şekil 4.5: TAT dizisinin, SMN1-pET-21a vektörüne klonlanma basamakları. 

 

Dizi analizi ile tamamen doğrulanan SMN1-pET-21a klonu EcoRI– BamHI restriksiyon 

enzimleri ile Bölüm 3.2.2.9’da belirtildiği gibi kesim reaksiyonu kuruldu. Aynı zamanda 

TAT oligoları Bölüm 3.2.2.6’ da belirtildiği gibi birbirine bağlandı. TAT dizisi de lineer 

hale getirilmek için EcoRI– BamHI enzimleriyle kesildi. SMN1-pET-21a kesimi %2’lik 

agaroz jel elektroforezinde yürütüldü ve jelden geri kazanıldı. TAT dizisi ise kesim 

reaksiyonundan sonra Bölüm 3.2.2.12’de belirtildiği gibi PCR pürifikasyon ile saflaştırıldı. 

Jelden geri kazanılan lineer vektör ve PCR pürikasyonu yapılan lineer TAT dizisi ile Bölüm 

3.2.2.13’te belirtilen prosedüre uygun olarak 16℃’de 16 saat ligasyon reaksiyonu 

gerçekleştirildi. Ligasyon ürünlerinin Bölüm 3.2.2.14’te anlatılan protokol ile DH5α 

kompetan hücrelere transformasyonu yapıldı. Transformasyonda Amp+ petriler kullanıldı, 

petriler 37℃’de 16 saat inkübe edildi. Ardından, petrilerde koloni oluşumları gözlemlendi. 

Bu kolonilerden 3 tanesi seçilerek Amp+ LB sıvı besiyerine ekimleri yapıldı. Ön 

kültürlerden Bölüm 3.2.2.4’te belirtildiği gibi gliserol stoklar hazırlanıp plazmit DNA 

izolasyonu yapıldı. TAT dizisi içeren kolonilerin belirlenmesi amacıyla, TAT dizisi agaroz 
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jelde gözükmeyeceğinden DNA ürünleri doğrudan dizi analizi için BM Laboratuvar 

Sistemleri firmasına gönderildi. Dizileme sonuçları Bioedit programıyla NCBI’dan alınan 

SMN1 ve TAT dizisiyle karşılaştırılarak analiz edildi (bk. EK B.2). Rekombinant proteini 

üretecek TAT-SMN1-pET-21a klonu belirlendi. 

 

4.2 Rekombinant TAT-SMN Proteini Üretme ve Saflaştırma Çalışmaları 

İn-vitro deneylerde kullanılacak olan TAT-SMN proteininin üretimi ve saflaştırılması Şekil 

4.6’da verilen sıralamayla gerçekleştirildi. 

 

 

Şekil 4.6: Rekombinant TAT-SMN proteininin üretilme ve saflaştırma basamakları 

 

4.2.1 Rekombinant Proteinin Üretilmesi 

Rekombinant proteinin üretilmesi amacıyla ilk önce TAT-SMN1-pET-21a plazmidini 

içeren BL-21 (DE3) codon plus bakterisinin gliserol stoktan ön kültür ekimi yapıldı. 

Sonraki gün, ön kültür 250 mL’lik Ampisilin antibiyotiği içeren büyük hacime alındı. OD600 

değeri 0.6’ya ulaşınca, Bölüm 3.2.3.1’de belirtildiği gibi 50 mL ayırılarak (TAT-SMN 

indüklenmemiş lizat) 4000 g’de 20 dk santrifüjle çöktürülerek, kalan kültüre 1 mM son 

Rekombinant TAT-SMN Proteini 
Üretimi Ve Saflaştırılması

Ön kültür ekimi

Rekombinant protein üretimi

Hücrelerin lizisi ve protein lizatı oluşturma

His-Tag metodu ile protein saflaştırma

Rekombinant proteinin analizi (Western 
Blot ve SDS-PAGE)

Rekombinant proteinin stoklanması
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konsantrasyonda IPTG ile indüklenerek bakterinin sadece protein üretmesi sağlandı. 4 saat 

boyunca protein üretimi 200 rpm ile çalkalanan oda sıcaklığındaki etüvde sağlandıktan 

sonra bakteriler, 50 mL’lik falkonlara ayrıldı ve 4000g’de 20 dk santrifüjlenerek 

çöktürüldü. Pelletler -20℃’de 1 gece bekletildi. 

 

4.2.2 Protein Lizatının Oluşturulması ve Saflaştırılması 

Bakterilerin parçalanarak protein lizatının oluşturulması amacıyla, -20℃’de bulunan 

pelletler Bölüm 3.2.3.2’de belirtilen yöntemle parçalanarak bakterilerdeki proteinler, hücre 

dışına çıkartıldı. Protein lizatı oluşturulduktan sonra Bölüm 3.2.3.2’de belirtilen yöntemle 

histidin etiketli TAT-SMN proteini His-Tag metodu ile saflaştırıldı. Protein saflaştırılırken 

her eklenen solüsyondan sonra protein analizinde kullanılmak üzere alikot alındı. 

Rekombinant protein saflaştırıldıktan sonra sterilizasyonunun sağlanması amacıyla 0.45 

μm’luk filtreden geçirildi ve Bölüm 3.2.4.12’de belirtilen yöntemle protein miktarı 

belirlendi. Miktarı belirlendikten sonra Bölüm 3.2.3.2’de belirtilen Stoklama Tamponu ile 

1:3, 1:2, 1:1 oranda karıştırılarak -20℃’de saklandı. Saflaştırılan proteinin kontrolü için 

alınan lizat örnekleri ile Bölüm 3.2.4.13’te belirtilen %12’lik SDS jelinde SDS-PAGE ve 

Bölüm 3.2.4.14’te belirtilen Western blot ile analiz edildi. SDS-PAGE ve Western blot 

sonuçları Şekil 4.7 ve 4.8’de verilmiştir. 

 

 

Şekil 4.7: TAT-SMN proteini saflaştırılırken alınan örneklerden yapılan SDS-Page jeli. 
(M: marker (26616 ThermoScientific) 1: Boş pET-21a, 2: TAT-SMN – (indüklenmemiş 

lizat), 3: TAT-SMN + (indüklenmiş lizat), 4: Yıkamadan sonra alınan örnek, 5: TAT-SMN 
1.elüsyon, 6: TAT-SMN 2.elüsyon) 
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Şekil 4.8: TAT-SMN proteini saflaştırılırken alınan örneklerden yapılan Western blot 
sonucu. (M: marker (26616 ThermoScientific) 1: Boş pET-21a, 2: TAT-SMN – 

(indüklenmemiş lizat), 3: TAT-SMN + (indüklenmiş lizat), 4: Yıkamadan sonra alınan 
örnek, 5: TAT-SMN 1.elüsyon, 6: TAT-SMN 2.elüsyon) 

 

Protein düzeyindeki analizlerde TAT-SMN proteininin varlığı ve saflaştırıldığı kanıtlandı. 

Üretilen rekombinant protein daha sonra hücre deneylerinde kullanılması amacıyla protein 

konsantrasyonu Bradford yöntemiyle belirlendikten sonra stoklama tamponu ile 

karıştırılarak -20℃’de saklandı. 

 

4.3 SMN1 Geni Susturma Çalışmaları 

SH-SY5Y hücrelerinde, rekombinant TAT-SMN proteininin etkisinin belirlenmesi 

amacıyla, SMN1 gen ifadesi shRNA oligoları kullanılarak lentiviral tabanlı sistemle 

susturuldu ve SMN1 ifadesi susturulan bu hücreye shRNA-SH-SY5Y ismi verildi. Sonraki 

aşamalarda rekombinant TAT-SMN proteininin hücre proliferasyonuna etkisi, shRNA-SH-

SY5Y hücreleri ve SH-SY5Y hücrelerinde belirlendi. Ardından, TAT-SMN proteininin 

shRNA-SH-SY5Y hücreleri içerisine girdiği IFC tekniği ile gösterildi. 

 

4.3.1 SH-SY5Y Hücrelerinde SMN1 Geninin Susturulması (shRNA-SH-SY5Y 

Hücresinin Oluşturulması) 

SMN1 genini susturma çalışmalarında, SMN1 geninin hedefleyecek 2 farklı oligo seti 

tasarlandı. Bu oligolar tasarlanırken Bölüm 3.2.4.6’da belirtilen öneriler dikkate alındı. 

https://sirna.wi.mit.edu internet adresi kullanılarak SMN1 geninin 210. pozisyonuna ve 

522. pozisyonuna bağlanacak primerler belirlendi (bk. EK C.1). Bu primerler, SMN1 

shRNA 210 (210.pozisyondan SMN1 genine bağlanabilen primer) ve SMN1 shRNA 522 

(522.pozisyondan SMN1 genine bağlanabilen primer) olarak isimlendirildi ve klonlama 

M     1     2      3      4      5      6

https://sirna.wi.mit.edu/
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çalışmaları yapıldı. Ardından, bu vektör HEK293T hücrelerine transfekte edildi. Daha 

sonra HEK293T hücrelerinden lentivirüsler elde edildi. Elde edilen lentivirüsler SH-SY5Y 

hücrelerine uygulandı. Şekil 4.9’da shRNA dizilerinin pLKO.1-TRC vektörüne klonlama 

çalışmasına ait iş akış diyagramı gösterilmektedir. 

 

 

Şekil 4.9: SMN1-shRNA 210 ve SMN1-shRNA 522 dizilerinin, pLKO.1-TRC vektörüne 
klonlanma basamaklarının şematik gösterimi. 

 

shRNA primerleri tasarlandıktan sonra, Bölüm 3.2.4.6’da belirtildiği gibi pLKO.1-TRC 

vektörü EcoRI ve AgeI restriksiyon enzimleri ile kesilerek lineer hale getirildi. Kesim 

ürünleri Şekil 4.10’da gösterildiği gibi %1’lik agaroz jel elektroforezinde yürütüldü ve 
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görüntüleme



72 

büyük parça (7kb) jelden geri kazanıldı. Temin edilen shRNA primerleri öncelikle 20 pmol/ 

µL olacak şekilde sulandırıldı. Daha sonra Bölüm 3.2.4.6’da belirtildiği şekilde bağlama 

reaksiyonu gerçekleştirildi. 5 µL ileri ve 5 µL geri primer, 5 µL 10X NEB Tamponu 2 ve 

35 µL dH2O eklenerek PCR cihazında 95℃’de 5 dk ve ardından 75℃’de 10 dk inkübe 

edildi. İnkübasyon sonunda oda sıcaklığında soğumaya bırakıldı. Daha sonra hazırlanan 

pLKO.1-TRC vektörü ile ligasyon reaksiyonu Bölüm 3.2.4.6’da belirtildiği gibi kuruldu. 

Sonraki gün DH5α kompetent hücrelerine transformasyonu gerçekleştirildi. 

 

Şekil 4.10: pLKO.1-TRC vektörünün EcoRI ve AgeI kesiminin agaroz jel elektroforezi 
görüntüsü. (M: Marker, 1: plazmit kesim ürünü, 2: kesilmemiş plazmit) 

 
Transformasyon sonucu 2 petride (SMN1-shRNA 210-pLKO.1-TRC, SMN1-shRNA 522-

pLKO.1-TRC) üreyen koloniler (toplam 3 koloni) sıvı besiyerine ekildi. Ardından Bölüm 

3.2.2.7’de belirtildiği gibi plazmit DNA izolasyonu yapıldı ve DNA miktarı belirlendi. 

Daha sonra rekombinant kolonilerin tespiti için EcoRI ve NcoI restriksiyon enzimleriyle 

kesim reaksiyonu Bölüm 3.2.4.6’da belirtildiği gibi gerçekleştirildi. Kesim ürünleri %1’lik 

agaroz jel elektroforezinde yürütüldü, Şekil 4.11’de gösterilmiştir. Yaklaşık 2 kb’de bant 

veren koloniler rekombinant shRNA dizisi içerdiği düşünüldüğü için dizi analizine BM 

Laboratuvar Hizmetleri firmasına U6 promotor ileri primeri ile gönderilmiştir. Dizi analizi 

sonuçları Bioedit programıyla analiz edilerek rekombinant koloniler seçilmiştir (bk. EK 

C.2 ve C.3). 

M    1      1     1    1     1     1      1     1     1     1     1     1     1    1       1    2                            
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Şekil 4.11: Rekombinant shRNA-pLKO.1-TRC plazmitlerinin EcoRI ve NcoI kesiminin 
agaroz jel elektroforezi görüntüsü. (M: Marker, 1: SMN1-shRNA210 1.koloni, 2: SMN1-

shRNA210 2.koloni; 3: SMN1-shRNA522 1.koloni). 

 
Rekombinant shRNA taşıyan pLKO.1-TRC plazmitleri belirlendikten sonra Bölüm 

3.2.4.6’da anlatıldığı gibi büyük ölçekli plazmit DNA izolasyonları yapıldı. Aynı zamanda 

shRNA’ların hücrelere teslim edilmesinde aracı olan pMD2.G ve psPAX2 plazmitleri ve 

negatif kontrol olarak kullanılacak pLKO.1-shSCR plazmitinin de büyük ölçekli DNA 

izolasyonları gerçekleştirildi. Tüm plazmit DNA’lar hazır olduktan Şekil 4.12’deki iş akış 

diyagramında belirtiği gibi hücre kültürü çalışmaları yapılarak SH-SY5Y hücresinde 

SMN1 geni susturuldu. 
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Şekil 4.12: shRNA klonlanan pLKO.1-TRC vektörü ile SMN1 geninin susturulmasının 
şematik gösterimi. 

 

HEK293T hücrelerine Bölüm 3.2.4.6 belirtildiği gibi transfeksiyon işlemi gerçekleştirildi. 

Bu amaçla HEK293T hücrelerinin Bölüm 3.2.4.5’te anlatıldığı gibi sayımı yapıldı. 

Ardından, 6 kuyulu plakalara hücreler bölündü ve 1 gece zemine tutunmaları için 37°C’de 

%5 CO2 içeren inkübatöre kaldırıldı. Sonraki gün Transfeksiyon için Bölüm 3.2.4.6’da 

belirtilen ürünler belirtilen miktarlarda TurboFect™ Transfeksiyon ajanıyla karıştırıldı. 

Karışım bir süre oda sıcaklığında bekletildikten sonra HEK293T hücrelerine damla damla 

uygulandı. 48 ve 72. saatlerde medyumlar alınarak birleştirildi ve 0.45 µm filtreden 

geçirilerek -80°C’de saklandı. 

 

HEK293T hücrelerinde üretilen lentivirüsler farklı miktarlarda SH-SY5Y hücrelerine 

uygulandı. Bu amaç doğrultusunda Bölüm 3.2.4.6’da belirtilen protokol gerçekleştirildi. 

Toplam 2 adet 6 kuyulu plakaya, 3 kuyuya SMN1-shRNA210’dan 400 µL, 3 kuyuya 

SMN1-shRNA210’dan 800 µL, 3 kuyuya SMN1-shRNA522’den 400 µL ve 3 kuyuya 

SMN1-shRNA522’den 800 µL uygulandı. Protamin Sülfat ile hazırlanan medyumlara 

eklenen bu oranlar ile deney gerçekleştirildi.  

 

SH-SY5Y Hücrelerinde SMN1 İfadesinin 
Susturulması (shRNA-SHSY5Y)

SMN1 shRNA vektörlerinin HEK293T 
hücrelerine transfeksiyonu

HEK293T hücrelerinde Lentivirüslerin
üretilmesi

SH-SY5Y hücrelerine Lentivirüslerin
uygulanması

SH-SY5Y hücrelerinde tek koloni seçimi

shRNA-SHSY5Y hücresinin mRNA ve 
protein düzeyinde tespit edilmesi  
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Lentivirüsler SH-SY5Y hücrelerine uygulandıktan sonra, hücreler 96’lık plakaya Bölüm 

3.2.4.6’da belirtildiği gibi bölündü. 2 hafta boyunca tek koloniler takip edildi. 72 saatte 1 

medyumları değiştirilerek 1 µg/mL puromisin uygulanarak, pLKO.1-TRC veya pLKO.1-

shSCR plazmitlerinden birine sahip olmayan kontrol kolonilerinin ölmesi beklendi. 

pLKO.1-TRC plazmiti geni susturacak asıl vektör olarak, pLKO.1-shSCR plazmiti boş 

vektör olduğu için transdüksiyon kontrolü olarak kullanıldı. 

96’lık plakalarda büyüyen koloniler farklı olduğu için 3 koloni diğerlerinden hızlı 

büyüdüğü için, bu 3 koloninin mRNA düzeyinde SMN1 ifadesi diğerlerinden önce kontrol 

edildi. 

 

4.3.2 shRNA-SH-SY5Y Hücrelerinde SMN1 İfadesinin mRNA ve Protein Seviyesinde 

Doğrulanması 

SMN1 ifadesinin belirlenebilmesi için büyüyen 3 pLKO.1-TRC kolonilerinden ve boş 

plazmit olan pLKO.1-shSCR lentivirüslerinin uygulandığı hücreden (kontrol), RNA 

izolasyonları Bölüm 3.2.4.7’de anlatıldığı gibi gerçekleştirildi. Daha sonra Bölüm 

3.2.4.8’de belirtildiği gibi RNA miktarları belirlendi ve Bölüm 3.2.4.9’da gösterildiği gibi 

cDNA sentezi gerçekleştirildi.  

 

Deney sonuçlarının daha doğru olması için cDNA’ların hepsi 1 µg olacak şekilde 

sulandırıldı. Ardından, Bölüm 3.2.4.10’da belirtildiği şekilde Real-Time PCR yapıldı. Bu 

deneyde her örnek 3 tekrarlı olacak şekilde çalışıldı ve SMN1 ekspresyon primerleri 

kullanıldı. Normalizasyon amaçlı ise Hβ-2 ekspresyon primerleri ile çalışıldı. Real-Time 

PCR sonuçları Livak metoduna göre değerlendirildi. Sonuçlar GraphPad programında one-

way ANOVA ile analiz edilerek Şekil 4.13’te gösterilmiştir. 

 



76 

 

Şekil 4.13: Lentivirüs uygulanan SH-SY5Y hücrelerinde SMN1 ifadesinin mRNA 
seviyesinde gösterilmesi. (p <0.05 (*), <0.01 (**), <0.001 (***)) 

 

Bu sonuçla birlikte SMN1 ifadesinin SMN1 shRNA 522 kolonisinden 400 µL Lentiviral 

Sıvı uygulanan koloninin 3.57 kat ve SMN1 shRNA 522 kolonisinden 800 µL Lentiviral 

Sıvı uygulanan koloninin 4.16 kat, kontrol grubuna (pLKO.1-shSCR) kıyasla anlamlı 

olarak susturulduğu gösterildi. Daha sonra bu kolonilerdeki SMN1 ifadesinin susturulduğu 

protein düzeyinde de gösterildi. 

 

Hızlı büyüyen 3 koloniden 2’sinde gen ifadesinin sustuğu görüldüğü için, bu koloniler ve 

diğer kolonilerin SMN1 ifadesi protein düzeyinde gösterildi. Bu amaçla Bölüm 3.2.4.14’te 

belirtildiği gibi Western blot yapıldı. İlk olarak, Bölüm 3.2.4.11’de belirtilen RIPA ile 

protein izolasyonu 10 koloni ve kontrol grubu (pLKO.1-shCR) için yapıldı. mRNA 

seviyesinde 2.koloninin önemli ölçüde sustuğu görüldüğü için protein düzeyinde bu 

koloninin hem pasaj 3’ten hemde pasaj 11’den protein izolasyonu yapılarak sonraki 

pasajlarda gen ifadesinin geri gelip gelmediğinin kontrolü amaçlandı. Protein 

izolasyonundan sonra, proteinlerin miktarı Bölüm 3.2.4.12’de belirtilen Bradford Yöntemi 

ile belirlendi. Western blot için %10’luk SDS jeli Bölüm 3.2.4.13’te belirtildiği gibi 

hazırlandı. Örnekler en düşük protein konsantrasyonu baz alınarak, her protein örneği 20 

µL hacimde 40 µg protein konsantrasyonu olacak şekilde hazırlandı. 20 µL hacime upper 

tamponu ile tamamlandı. Daha sonra protein örneklerine %10 β-merkaptoetanol içeren 4X 

Laemmli örnek tamponundan 5 µL eklenerek 95℃’de 5 dk inkübe edilerek denatüre 
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edildi. Denatürasyon sonrası örnekler 2 ve 3. kuyuya kontrol grubu (pLKO.1-shSCR) 

ardından kolonilerden izole edilen proteinler gelecek şekilde kuyulara 20’şer µL olarak 

yüklendi. İlk kuyuya ThermoScientific (#26619) marka protein büyüklük belirtecinden 5 

µL yüklenerek jel 80V’da 4 saat yürütüldü.  

 

4 saatin sonunda jel Bölüm 3.2.4.14’te belirtildiği gibi PVDF membrana transfer işlemine 

alındı. Sonraki gün membran spesifik olmayan bağlanmaların önlenmesi amacıyla bloklama 

tamponu ile bloklandı. Ardından Bölüm 3.2.4.14’te belirtildiği gibi İmmünoblotlama 

yapıldı. SMN1 38 kDa ve Beta-Aktin 43 kDa büyüklüklerinde bant verdikleri ve her ikisi de 

mouse antikor olduğu için, SMN1 ve Beta-Aktin primer antikorları birlikte kullanıldı. Bu 

amaç doğrultusunda, 6 mL bloklama tamponu hazırlandı içerisine 1/1000 olacak şekilde 

SMN1 primer antikoru, 1/10000 olacak şekilde Beta-Aktin primer antikoru eklendi. 

Ardından membran 70 kDa ve 25 kDa belirteçlerinden kesildi ve hazırlanan antikora 

yatırıldı. 1 gece 4℃’de primer antikorlar uygulandı. Ardından 1X TBST ile yıkama 

işlemleri yapılarak 1/5000 oranında hazırlanmış anti mouse antikorunda 1 saat inkübe 

edildi. Daha sonra tekrar yıkama adımları gerçekleştirilerek Bölüm 3.2.4.14’te belirtildiği 

gibi ECL solüsyonu ile görüntü alındı. Alınan sonuçlar Şekil 4.14 ve Şekil 4.15’te 

gösterilmiştir. Sonuçlar ImageJ programıyla normalizatöre oranlanarak densitometrik 

olarak analiz edildi. Ardından GraphPad programında grafik oluşturuldu (Şekil 4.16). 

 

 

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

 

 

Şekil 4.15: Kontrol grubu ve 6 koloninin Western blot sonucu.  

 

Kontrol             Kontrol 1.k                 2.k (p3)      2.k(p11)         3.k                  4.k                 Kontrol
SMN1 (38 kDa)

β-aktin (43 kDa)

Kontrol             Kontrol 1.k                 2.k (p3)      2.k(p11)         3.k                  4.k                 Kontrol

Kontrol   Kontrol 5.k            6.k  7.k 8.k    9.k 10.k

β-aktin (43 kDa)

SMN1 (38 kDa)

Kontrol   Kontrol 5.k            6.k  7.k 8.k    9.k 10.k
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Şekil 4.16: Lentivirüs uygulanan SH-SY5Y hücrelerinde SMN1 ifadesinin protein 
seviyesinde gösterilmesi. 

 

Bu sonuçlar ile birlikte tüm kolonilerde SMN1 ifadesinde azalış olduğu görüldü. Ancak, 

1.koloni isimli SMN1 shRNA 522 400 µL transdüksiyonda 2.56 kat, 2. Koloni isimli 

SMN1 shRNA 522 800 µL transdüksiyonun 3.pasaj hücresinde 5.26 kat ve aynı hücrenin 

11.pasajında 4.34 kat SMN1 ifadesinin susturulduğu yani shRNA-SH-SY5Y hücresinin 

oluşturulduğu gösterilmiştir. Buradan hareketle in vitro çalışmalarda SMN1 shRNA 522 

800 µL lentiviral sıvı uygulanan 2. koloni (shRNA-SH-SY5Y) kullanılmıştır. 

 

Real-Tıme PCR ve western blot deneylerine ek olarak İmmunofloresans ile de SMN1 

geninin susturulduğu protein seviyesinde gösterildi. Bu amaç doğrultusunda Bölüm 

3.2.4.17’de belirtilen protokole uygun olarak IFC deneyi kuruldu. Yuvarlak lameller 

üzerine bölünen hücreler tutunduktan sonra fiksasyon işlemi yapıldı. Bunun için 250 µL 

%4 (w/v) paraformaldehit kuyucuklara eklenerek 15 dk inkübe edildi böylece hücrelerin 
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fiksasyonu sağlandı. Ardından hücrelere Triton X-100 içeren PBS eklenerek DAPI 

boyasının hücre çekirdeğine ulaşabilmesi sağlandı. Daha sonra spesifik olmayan 

bağlanmaları önlemek için %1 (w/v) BSA içeren PBS’ten 250 µL eklenerek 90 dk boyunca 

bloklandı. Ardından hücreler %1 BSA’lı PBS ile 1/300 oranında seyreltilmiş SMN1 primer 

antikorundan 250 µL eklendi. Nemli bir ortam hazırlandı ve hücre plakası yerleştirilerek 

4℃’de 1 gece inkübasyona bırakıldı. Sonraki gün kuyucuklara 1/400 oranında %1 BSA’lı 

PBS ile sulandırılmış Alexa FluorTM 488(green) sekonder antikorundan 150 µL eklendi ve 

45 dk inkübasyona bırakıldı. Daha sonra 75 mM DAPI’den 150 µL eklenerek 10 dk oda 

sıcaklığında bekletildi. Son olarak, kuyulara 200 µL PBS eklendi ve yuvarlak lameller 

ısıtılmış steril iğne yardımıyla aşağıdan yukarı doğru çıkartıldı. Steril lam üzerine %90 

gliserol damlatıldıktan sonra hücreler gliserole gelecek şekilde yerleştirildi. Yuvarlak 

lamelin 4 kenarına şeffaf oje damlatılarak sabitlendi. Sonraki gün preparatlar floresan 

mikroskobu kullanılarak görüntülendi ve kaydedildi (Şekil 4.17). Analiz için ImageJ 

programı kullanıldı ve CTCF (Düzeltilmiş Toplam Hücre Floresansı) hesaplanarak, Şekil 

4.18’de ki gibi one-way ANOVA analizi yapılarak GraphPad programında grafiklendirildi. 

 

 

Şekil 4.17: SH-SY5Y hücrelerinde SMN1 ifadesinin susturulmasının immunofloresan 
yöntemiyle gösterilmesi. 

 

Şekil 4.17’de gösterilen floresan görseller ImageJ programı kullanılarak, görüntülerin aynı 

alanda gri değer ortalaması ve integre yoğunluğu ölçüldü. Düzeltilmiş toplam hücre 

floresansı hesaplanarak, sonuçlar GraphPad programında grafik haline getirildi. Ardından 

sonuçlar one-way ANOVA ile istatistiksel olarak analiz edildi. 
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Şekil 4.18: SH-SY5Y ve SMN1 ifadesi susturulan SH-SY5Y (shRNA-SH-SY5Y) 
hücrelerinde SMN1 geninin floresans sinyal yoğunluğunun grafiği. (p değeri <0,001 (***) 

ile gösterildi.) 

 

CTCF analizi sonucuna göre SH-SY5Y hücrelerinde SMN1 ifadesinin %65 oranında 

azaldığı gösterildi. İmmunofloresan sonuçları, Real-Time PCR ve Western blot sonuçlarıyla 

uyumlu olduğu ve SMN1 ifadesinin susturulduğu doğrulandı. 

 

4.4 Rekombinant TAT-SMN Proteininin Sitotoksisitesinin Belirlenmesi 

Rekombinant üretilen TAT-SMN proteininin hücre canlılığına etkisinin belirlenebilmesi 

amacıyla MTT Testi yapıldı. Bu amaç doğrultusunda, SH-SY5Y hücreleri ve SMN1 ifadesi 

susturulmuş SH-SY5Y hücreleri 1x104 hücre olacak şekilde 96 kuyuluk plakaya bölündü. 

Sonraki gün kontrol grupları hariç, diğer kuyulara rekombinant TAT-SMN proteininden 

250 ng/mL, 500 ng/mL, 1 µg/mL, ve 2 µg/mL son konsantrasyon olacak şekilde 

uygulandı. 24. ve 48. saat dilimlerinde Bölüm 3.2.4.17’de belirtildiği gibi MTT uygulandı. 

Son konsantrasyonu 0.5 mg/mL olacak şekilde tüm kuyulara uygulandı. MTT 

uygulamasının ardından plaka 3 saat inkübe edildi. Ardından kuyularda bulunan DMEM 

uzaklaştırılarak, 4 mM HCl içeren izoproponolden 200 µL eklenerek çözüldü. Son 
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aşamada spektrofotometrede 550 nm’de absorbans alınarak, % hücre canlılığı hesaplaması 

yapıldı. Her deney grubu 4 tekrarlı çalışıldı, sonuçlar GraphPad programında grafik haline 

getirildi (Şekil 4.19 ve Şekil 4.20). 
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Şekil 4.19: SH-SY5Y ve shRNA-SH-SY5Y hücrelerinde, rekombinant TAT-SMN 
proteininin hücre proliferasyonuna 24 saatte etkisinin MTT Testi ile gösterilmesi. 
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Şekil 4.20: SH-SY5Y ve shRNA-SH-SY5Y hücrelerinde, rekombinant TAT-SMN 
proteininin hücre proliferasyonuna 48 saatte etkisinin MTT analizi. 
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Bu sonuçlarla birlikte, rekombinant olarak üretilen TAT-SMN proteininin 24 ve 48. 

saatlerde hem SH-SY5Y hücreleri hem de shRNA-SH-SY5Y hücrelerinde toksik etkisinin 

olmadığı, aksine hücre proliferasyonuna pozitif yönde etkide bulunduğu gösterilmiştir. 24. 

saate SMN1 ifadesi susturulmuş shRNA-SH-SY5Y hücrelerinde proliferasyonun %60 

oranında arttığı gözlemlenmiştir. 48. saatte ise hücre proliferasyonunun yaklaşık %120 

oranında arttığı görülmüştür. Bu sebeple, TAT-SMN proteininin toksik etkisinin olmadığı 

ve özellikle shRNA-SH-SY5Y hücrelerinde proliferatif etkiyi arttırdığı tespit edilmiştir.  

 

4.5 Rekombinant TAT-SMN Proteininin Aktivitesinin Belirlenmesi 

4.5.1 Farklılaştırılmamış SH-SY5Y ve shRNA-SH-SY5Y Hücrelerinde TAT-SMN 

uygulaması ve IFC 

En az 4.pasaja gelen SH-SY5Y ve shRNA-SH-SY5Y hücreleri TE ile kaldırıldı. Ardından 

24 kuyulu plakaların içerisine 6 mm çapındaki yuvarlak lameller konularak, her kuyuya 

5x104 hücre olacak şekilde paylaştırıldı. 1 gece inkübatörde hücrelerin yüzeye tutunması 

için bekletildi. Hücreler tutunduktan sonra 3 kuyu kontrol grubu olarak bırakıldı, 3 kuyuya 

10 µg/mL, 3 kuyuya 20 µg/mL rekombinant TAT-SMN proteini uygulandı. 24 saat sonra 

aynı kuyulara 10 µg/mL ve 20 µg/mL rekombinant TAT-SMN proteini uygulandı. Daha 

sonra Bölüm 3.2.4.17’de anlatıldığı gibi IFC (İmmunofloresans) tekniği gerçekleştirildi. 

Hazırlanan preparatlar floresans mikroskobunda incelendi ve kaydedildi. Floresan 

mikroskobunda görüntülenen hücreler Şekil 4.21’de verilmiştir. Görüntüler kaydedildikten 

sonra ImageJ programıyla CTCF hesaplanarak, one-way ANOVA ile analiz edilmiştir. 

Şekil 4.22’de analiz sonucu gösterilmiştir. 
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Şekil 4.21: Kontrol grubu SH-SY5Y hücrelerinde ve SMN1 ifadesi susturulmuş shRNA-
SH-SY5Y hücrelerinde 10 µg/mL ve 20 µg/mL rekombinant TAT-SMN protein 

uygulamasının İmmunofloresan yöntemiyle etkisinin gösterilmesi. 
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Şekil 4.22: shRNA-SH-SY5Y hücrelerinde 10 µg/mL ve 20 µg/mL rekombinant TAT-
SMN proteini uygulandıktan sonra hücredeki floresans sinyal yoğunluğunun grafiği. (p 

değeri <0.001 (***) ile gösterildi.) 

 

CTCF analizlerine göre, SMN1 ifadesi susturulmuş hücrelerde 10 µg/mL ve 20 µg/mL 

dozda uygulanan rekombinant TAT-SMN proteini, bu hücreler tarafından hücre içerisine 

alınmış ve hücre tarafından kullanılmaya başlandığı kanıtlanmıştır.  

 

Özellikle, 20 µg uygulanan hücrelerde SMN1 ifadesi susturulan hücreye kıyasla SMN 

protein seviyesi istatistiksel olarak %127 oranında artmıştır. 10 µg uygulanan hücrelerde 

ise SMN1 ifadesi susturulan hücreye kıyasla bu artış istatistiksel olarak anlamlı ancak %33 

olmuştur. 

 

Elde edilen bulgular anlamlı olmakla birlikte, rekombinant olarak üretilen TAT-SMN 

proteininin hücrelere uygulandığında, hücre içerisine girdiği ve işlevsel olduğu 

gösterilmiştir. Ayrıca sonraki çalışmalar için 20 µg TAT-SMN proteini kullanılması daha 

uygun görülmüştür. 
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4.5.2 Farklılaştırılmış SH-SY5Y ve shRNA-SH-SY5Y Hücrelerinde TAT-SMN 

uygulaması  

Elde edilen bulgular rekombinant olarak üretilen TAT-SMN proteininin hücre içerisine 

girdiğini, efektif olarak hücrede rol aldığını ve hücrenin yaşam süresini uzattığını 

göstermiştir. Bu sonuçlardan sonra, SMN proteininin en kritik olduğu kısımlardan biri olan 

nöronlarda, rekombinant ilaç adayı uygulandığında nasıl tepki vereceği araştırıldı. Bu 

amaçla, SH-SY5Y ve shRNA-SH-SY5Y hücreleri Retinoik Asit ile nörona 

farklılaştırılarak ardından rekombinant TAT-SMN proteini uygulanarak inverted 

mikroskopta analiz edilmiştir. İlk olarak, Bölüm 3.2.4.17’de belirtildiği gibi 24 kuyulu 

plakaya her kuyuda 2x104 hücre olacak şekilde SH-SY5Y ve shRNA-SH-SY5Y hücreleri 

%10 FCS içeren DMEM ile bölündü. Sonraki gün, Bölüm 3.2.4.16’da belirtildiği gibi 

%2.5 FCS içeren DMEM ile medyum değişimi yapılarak 1 gece daha inkübatörde 

bekletildi. Ardından, %1 FCS içeren DMEM ile medyum tekrar değiştirildi ve her kuyuya 

son konsantrasyonu 10 µM olacak şekilde Retinoik Asit (RA) uygulandı. Bu aşamadan 

sonra medyum değiştirme ve RA uygulama işlemi toplam 3 kez yapıldı. Hücrelerin nörona 

farklılaştığı Şekil 4.23’te gösterildiği gibi inverted mikroskop ile gözlemlendi. 

 

SMN1 genine sahip SH-SY5Y hücreleri nörona farklılaştırıldığında birbirleri ile ağ yapısı 

oluşturarak nöronlara fiziksel olarak dönüşürken, SMN1 geni susturulmuş shRNA-SH-

SY5Y hücreleri daha yuvarlak ve ayrık halde kaldıkları gözlemlendi.  

 

Nörona farklılaştırıldıktan sonra SH-SY5Y ve shRNA-SH-SY5Y hücrelerine rekombinant 

TAT-SMN proteininden 20 µg olacak şekilde uygulandı. 24 saatin sonunda hücre 

morfolojisindeki değişimler inverted mikroskop ile kayıt altına alındı (Şekil 4.24). 
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Şekil 4.23: SH-SY5Y ve shRNA-SH-SY5Y hücrelerinin nörona farklılaştırılmalarının 
inverted mikroskop altındaki görüntüleri. 
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Şekil 4.24: SH-SY5Y ve shRNA-SH-SY5Y hücrelerinin nörona farklılaştırılması ve 20 µg 
TAT-SMN proteininin uygulanarak 24 saat sonraki inverted mikroskop görüntüleri 

(shRNA-SH-SY5Y hücresindeki nöron benzeri yapılar kırmızı yuvarlak ile gösterilmiştir).  

 

SH-SY5Y ve shRNA-SH-SY5Y hücrelerine 20 µg TAT-SMN proteini uygulandıktan 24 

saat sonra, shRNA-SH-SY5Y hücrelerinin bazı grupları SH-SY5Y hücrelerine benzediği 

gözlemlendi. Bu çalışma ile, SMN1 geni susturulan ve dolayısıyla SMN proteini 

üretemeyen shRNA-SH-SY5Y hücreleri nöron hücrelerine farklılaşamadığı belirlendi.  

Ancak, shRNA-SH-SY5Y hücrelerine 20 µg TAT-SMN proteini uygulandığında ise bazı 

hücre gruplarında nöron benzeri yapılar gözlemlendi. Elde edilen bulgular kapsamında, 

rekombinant TAT-SMN proteininin, SMN proteini üreteyemen hücrelere dışarıdan 

verildiğinde hücrelerin SH-SY5Y kontrol hücreleri gibi davrandığını göstermektedir. Bu 

sonuçlar ile birlikte, rekombinant TAT-SMN proteininin, SH-SY5Y hücrelerindeki SMN 

proteininin yerine geçebileceği ve onun görevlerini yerine getirebildiği belirlenmiştir. 
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5. SONUÇ VE TARTIŞMA 
Spinal Musküler Atrofi, omurilikteki motor nöronların dejenerasyonu ile karakterize, kas 

güçsüzlüğüne ve atrofiye yol açan genetik bir hastalıktır [179]. SMA, bebek ölümlerinin 

önde gelen genetik nedenidir ve yaklaşık 10.000 canlı doğumda 1’i etkilemektedir [180]. 

SMA’nın şiddeti, başlangıç yaşına ve klinik gidişata göre farklılık gösterir [181]. Bulgular, 

SMA’nın omurga ve nöromusküler devrelerdeki sinaptik kusurlarla ilişkili olduğunu ve 

motor bozulmaya yol açtığını göstermiştir [179]. 

 

SMA, 5q11.2-q13.3 kromozomunda yer alan SMN1 genindeki mutasyonlardan [182], 

aslında mutasyonlar nedeniyle fonksiyonel SMN proteininin eksikliğinden 

kaynaklanmaktadır [183].  

 

Bugüne kadar ABD Gıda ve İlaç İdaresi (FDA) tarafından SMA için üç ilaç onaylanmıştır; 

bunlar Biogen’den nusinersen (Spinraza®), Novartis’ten onasemnogene abeparvovec-xioi 

(Zolgensma®) ve risdiplamdır [184]. 

 

Risdiplam yakın zamanda SMA tedavisine yönelik seçici bir SMN2 gen birleştirme 

modülatörü olarak geliştirildi. Risdiplam, SMA tedavisi için FDA tarafından onaylanan ilk 

küçük moleküllü birleştirme değiştiricisidir. Risdiplam, bir SMN2 ekleme modülatörü 

olarak görev yapar, iki bölgede, bir ekson arttırıcı sekansta ve ekson 7’nin 5’ birleştirme 

bölgesinde doğrudan SMN2 öncül mRNA’ya bağlanarak stabil SMN protein seviyesini 

artırmayı amaçlar [185]. 

 

Onasemnogene abeparvovec olarak da bilinen Zolgensma, iki yaşına kadar SMA olan 

pediatrik hastaların tedavisi için 24 Mayıs 2019’da ABD FDA tarafından onaylanan bir 

gen terapisidir. Bu terapi, insan SMN1 geninin fonksiyonel bir kopyasının, kan-beyin 

bariyerinin geçebilen adeno-ilişkili bir virüs 9 (AAV9) vektörü kullanılarak SMA 

hastalarına uygulanmasını içerir [186].  

 

Nusinersen olarak da bilinen Spinraza, SMA tedavisi için FDA tarafından onaylanmış bir 

antisens oligonükleotid (ASO) ilacıdır. SMN2 geninin RNA eklenmesini hedefleyerek etki 

eder ve bu da fonksiyonel SMN proteininin üretiminin artmasına neden olur. Spinraza, 

merkezi sinir sistemine intratekal enjeksiyon yoluyla uygulanır [187]. Özellikle Tip I SMA 
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olmak üzere SMA hastalarında motor fonksiyonu iyileştirmede ve sağkalımı uzatmada 

etkinliği kanıtlanmış bir tedavidir [188]. 

 

Bu tedavilerin yanı sıra, rekombinant proteinler kullanılarak hedefe yönelik ve etkili 

terapötik seçenekler ile çeşitli hastalıkların tedavisinde önemli ölçüde çalışmalar 

mevcuttur. Bu proteinler, kanser, otoimmün hastalıklar, genetik bozukluklar ve bulaşıcı 

hastalıklar dahil olmak üzere çok çeşitli durumların tedavisinde çok önemli bir rol 

oynamaktadırlar. Özellikle diyabetin tedavisinde, pankreasın yeterli insülin üretemediği 

durumlarda kan şekeri seviyesini kontrol etmek için rekombinant insülin kullanılmıştır 

[189]. Benzer şekilde, Hemofili A ve B hastalarının tedavisinde kullanılan rekombinant 

faktör VIII ve IX, bu hastalarda eksik olan pıhtılaşma faktörlerini sağlar [190]. Ayrıca, MS 

tedavisinde kullanılan rekombinant protein olan Interferon beta, bağışıklık sisteminin 

aktivitesini düzenler ve hastalığın ilerlemesini yavaşlatır [191]. Kanserde ise monoklonal 

antikor olan Trastuzumab (Herceptin), HER2-pozitif meme kanseri hücrelerinin 

büyümesini durdurmuştur [192]. Bunlara ek olarak, Paratiroid hormonun (PTH) 

rekombinant formu olan ve osteoporoz tedavisinde kemik oluşumunu teşvik eden 

Teriparatid (Forteo), osteoporozun tedavisinde kullanılan rekombinant bir proteindir [193]. 

Bu tedavilere ek olarak diğer hastalıklar için rekombinant protein üreterek tedavi 

stratejileri geliştirilmeye devam etmektedir. Örneğin, rekombinant TSG-6 proteininin 

kullanımı, kollajen kaynaklı artritin hafifletilmesinde umut verici sonuçlar göstermiştir 

[194]. Ek olarak, rekombinant insan TIGIT-Ig, lupus nefrit gibi otoimmün hastalıkların 

tedavisinde etkili sonuçlar göstermiştir [195]. Ayrıca, hücreye nüfuz eden rekombinant 

Foxp3 proteini, Treg fonksiyonunu arttırma ve artriti iyileştirme potansiyeli sergilemiştir 

[196]. 

 

Protein replasman tedavilerinin az olmasının başlıca sebebi, hedef hücreye rekombinant 

proteini ulaştırmaktır. Bu tez çalışması kapsamında üretilen rekombinant SMN proteini 

TAT füzyon proteini kullanılarak hedeflenmenin sağlanması amaçlanmıştır.  

 

TAT füzyon proteinlerini kullanan protein replasman tedavileri, çeşitli biyomedikal 

uygulamalarda önemli sonuçlar göstermiştir. TAT füzyon proteinleri, biyolojik olarak aktif 

proteinleri hücrelere etkili bir şekilde iletme yeteneğine sahiptir [127]. TAT füzyon 

proteinleri, TAT-MTS füzyon proteinlerinin verilmesi yoluyla mitokondriyal fonksiyonu 

geri kazandırarak metilmalonik asidemi (MMA) gibi hastalıklar için potansiyel bir tedavi 
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yaklaşımı olarak önerilmiştir [197]. Ayrıca çeşitli hastalık modellerinde TAT füzyon 

proteinlerinin transdüksiyon etkinliği ve terapötik potansiyeli çalışılmıştır. Bu 

çalışmalarda, TAT füzyon proteinlerinin, hücre zarı lipid sallarından kaynaklanan 

endositik yollar yoluyla hücreler tarafından içselleştirilebileceğini gösterilmiş ve hedefli 

dağıtım potansiyelleri vurgulanmıştır [198]. Bu sonuçlara ek olarak, TAT füzyon 

proteinlerinin kanserde gen terapisindeki potansiyelleri araştırılmıştır ve TAT peptidinin, 

hücreler arasındaki terapötik protein trafiğini artırarak kanserde gen tedavisinin etkinliğini 

artırdığı bulunmuştur [199]. Genel olarak, protein replasman tedavilerinde TAT füzyon 

proteinleri üzerine yapılan araştırmalar, terapötik proteinlerin verilmesinde, hücresel alımın 

arttırılmasında ve çeşitli hastalıklar için hedefe yönelik tedaviler sağlanmasında 

potansiyellerini gösteren çalışmalarla etkinliği gösterilmiştir.  

 

Literatürdeki bulgular sayesinde, rekombinant protein tedavilerinin çeşitli hastalıklarda 

umut vaat eden sonuçları gözlemlenmiştir. Ancak SMA hastalığında hedefleme sistemi ile 

rekombinant protein içeren bir tedavi stratejisi yoktur. 

 

Bu bilgiler doğrultusunda, güncel FDA onaylı tedavi stratejileri oldukça kısıtlı ve pahalı 

olan SMA hastalığının, ülkemizde ise ilaç üretimi yapılmamakta ve bu konuda tamamen 

yurt dışına bağımlı kalınmaktadır. Bu tez çalışması kapsamında SMA hastalığında 

kullanılabilecek, rekombinant SMN proteini üretimi amaçlanmış, hücreye girişi ise SMN 

ile füzyon oluşturacak şekilde tasarlanan TAT peptidi ile sağlanmış ve SMA hastalarının 

kullanabileceği ilaç adayı oluşturulmuştur.  

 

Bu amaçla çalışma 3 iş paketinden oluşmaktadır. Birinci iş paketinde, pEGFP-N2 vektörü 

içerisinde bulunan SMN1 geni restriksiyon enzimlerle kesilerek çıkartıldı, ardından aynı 

enzimlerle kesilmiş prokaryotik ekspresyon vektörü olan pET-21a ile ligasyonu 

gerçekleştirildi. Oluşturulan rekombinant klona SMN1-pET-21a ismi verildi. Ardından, 

SMN proteininin hücre membranından geçişi için uygun hale getirilmesi amacıyla hücre 

geçiş protein dizileri denen TAT dizisi SMN1-pET-21a vektörüne klonlandı. Bu klon 

TAT-SMN1-pET-21a olarak isimlendirildi. 

 

İkinci aşamada pET vektörü sisteminde bulunan histidin kuyruğundan faydalanılarak TAT-

SMN proteini ve kontrol amaçlı boş pET-21a vektörü BL21(DE)3 Codon Plus bakteri 

soylarında ürettirilerek saflaştırıldı. Bu amaç doğrultusunda, ilaç adayı rekombinant 
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prorein olan TAT-SMN’yi içeren pET-21a ve kontrol boş pET-21a ön kültür olarak 

ekimleri yapıldı. Ardından, büyük hacimde yeterli yoğunluğa ulaşan bakterilere IPTG 

uygulanarak protein üretmeleri sağlandı. Üretilen proteinler lizat haline getirildi ve 

ardından His-tag metodu ile saflaştırıldı. Üretilen ve saflaştırılan proteinlerden her 

aşamada örnek alınarak, bu örnekler ile SDS-Page ve Western blot yapılarak proteinin 

saflığı kontrol edildi. 

 

Üçüncü aşamada ise üretilen proteinin in vitro aktivitelerinin belirlenmesi amacıyla, SMA 

hastalığı in vitro ortamda oluşturuldu. Bu doğrultuda insan nöroblastoma hücre hattı olan 

SH-SY5Y hücrelerinde SMN1 geni lentiviral sistem yardımıyla susturuldu. İlk olarak, 

SMN1 genine spesifik shRNA dizileri tasarlandı ve pLKO.1-TRC vektörüne klonaldı. 

Ardından HEK293T hücrelerine bu klonun transfeksiyonu yapıldı, ayrıca kontrol olarak 

gen içermeyen boş pLKO.1-shSCR vektörünün de transfeksiyonu gerçekleştirildi. Daha 

sonra, 48 ve 72. saatte HEK293T hücrelerinin ürettiği lentivirüs içeren medyumlar 

toplandı. Toplanan medyumlar farklı oranlarda SH-SY5Y hücrelerine verilerek 

lentivirüslerin hücreye nüfuz etmesi beklendi. Lentivirüs uygulanan hücrelerin seçimi için 

puromisin antibiyotiği kullandı ve hücreler tek koloni kalacak şekilde 96 kuyulu plakaya 

bölündü. Tek kolonilerden büyütülen shRNA-SH-SY5Y (SMN1 geni susturulmuş SH-

SY5Y) hücrelerinden RNA ve protein izolasyonları yapılarak, Real-Tıme PCR ve western 

blot yapıldı. Ayrıca, hücrelerin SMN proteinleri İmmünofloresan ile görüntülenerek 

sonuçlar tekrar kanıtlandı. Bu deneyler sonucunda SMN1 ifadesi susturulmuş olan hücre 

ayırt edildi ve sonraki çalışmalarda kullanıldı. 

 

Üretilen TAT-SMN proteininin hücreye toksik etkisinin belirlenmesi amacıyla farklı 

konsantrasyonda ve zaman dilimlerinde shRNA-SH-SY5Y ve SH-SY5Y hücrelerine 

uygulandı ve sitotoksik etkisi MTT analizi ile belirlendi. Daha sonra, TAT-SMN 

proteininin ilaç olarak uygulanması amacıyla shRNA-SH-SY5Y hücrelerine farklı dozlarda 

uygulanarak İmmünofloresan deneyi gerçekleştirildi. Sonuçlar, artan doz miktarı ile 

istatistiksel olarak anlamlı şekilde hücrede SMN proteininin arttığını gösterdi.  

 

Sonuç olarak, dünya çapında yalnızca üç adet bulunan FDA onaylı SMA tedavileri oldukça 

pahalı ve erişim kısıtlıdır. Özellikle ülkemizde genetik hastalıkların başında gelen SMA 

için uygun maliyetli ve yerli bir tedavi üretmeyi amaçladık. Bu amaç doğrultusunda 

üretilen TAT-SMN proteini bir ilaç adayı olarak, gerçekleştirilen tüm in vitro aktivite 
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deneylerinin hepsinde umut vadeden olumlu sonuçlar göstermiştir. Bu sebeple SMA 

hastalığının yerli ve milli tedavisi için güçlü bir aday olmuştur. Bundan sonraki aşamalarda 

bu ilaç adayının in vivo çalışmalarının gerçekleştirilmesi gerekmektedir. Bu sebeple, 

öncelikle SMA hastalığına sahip deney hayvanlarına bu ilaç adayının farklı dozlarda 

verilerek, hayvanların takip edilmesi gerekmektedir. Tedavi uygulanan bu hayvanların, 

yaşam sürelerindeki artış, motor becerilerindeki değişim ve fenotiplerinin gözlemlenmesi 

gerekmektedir. Deney hayvanlarında olumlu sonuçlar gözlemlenirse, SMA’lı insanlarda 

uygulama deneyleri yapılabilir. 
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EKLER 
EK A.1: SMN1 Geni Transkript Varyant d Nükleotit Dizisi 

 

 
EK A.2: SMN1 Geni Transkript Varyant a Nükleotit Dizisi 
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EK A.3: SMN1 Geni Transkript Varyant b Nükleotit Dizisi 

 
 

EK A.4: SMN1 Varyant d mRNA’sının Restriksiyon Haritası 

 

 

Tablo A. 1: SMN1 varyant d mRNA’sını kesen enzimler. 
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Tablo A.1 (devam) 
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Tablo A.1 (devam) 

 

 



110 

EK B.1: SMN1 Geninin pET-21a Vektörüne Alt Klonlama Dizi Analizi Sonuçlarının 

Karşılaştırılması 

 
 

SMN1   113  ATGGCGATGAGCAGCGGCGGCAGTGGTGGCGGCGTCCCGGAGCAGGAGGATTCCGTGCTG  172 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
NCBI   18   ATGGCGATGAGCAGCGGCGGCAGTGGTGGCGGCGTCCCGGAGCAGGAGGATTCCGTGCTG  77 
 
SMN1   173  TTCCGGCGCGGCACAGGCCAGAGCGATGATTCTGACATTTGGGATGATACAGCACTGATA  232 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
NCBI   78   TTCCGGCGCGGCACAGGCCAGAGCGATGATTCTGACATTTGGGATGATACAGCACTGATA  137 
 
SMN1   233  AAAGCATATGATAAAGCTGTGGCTTCATTTAAGCATGCTCTAAAGAATGGTGACATTTGT  292 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
NCBI   138  AAAGCATATGATAAAGCTGTGGCTTCATTTAAGCATGCTCTAAAGAATGGTGACATTTGT  197 
 
SMN1   293  GAAACTTCGGGtaaaccaaaaaccacacctaaaagaaaacctgctaagaagaataaaagc  352 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
NCBI   198  GAAACTTCGGGTAAACCAAAAACCACACCTAAAAGAAAACCTGCTAAGAAGAATAAAAGC  257 
 
SMN1   353  caaaagaagaaTACTGCAGCTTCCTTACAACAGTGGAAAGTTGGGGACAAATGTTCTGCC  412 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
NCBI   258  CAAAAGAAGAATACTGCAGCTTCCTTACAACAGTGGAAAGTTGGGGACAAATGTTCTGCC  317 
 
SMN1   413  ATTTGGTCAGAAGACGGTTGCATTTACCCAGCTACCATTGCTTCAATTGATTTTAAGAGA  472 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
NCBI   318  ATTTGGTCAGAAGACGGTTGCATTTACCCAGCTACCATTGCTTCAATTGATTTTAAGAGA  377 
 
SMN1   473  GAAACCTGTGTTGTGGTTTACACTGGATATGGAAATAGAGAGGAGCAAAATCTGTCCGAT  532 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
NCBI   378  GAAACCTGTGTTGTGGTTTACACTGGATATGGAAATAGAGAGGAGCAAAATCTGTCCGAT  437 
 
SMN1   533  CTACTTTCCCCAATCTGTGAAGTAGCTAATAATATAGAACAGAATGCTCAAGAGAATGAA  592 
            ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||| 
NCBI   438  CTACTTTCCCCAATCTGTGAAGTAGCTAATAATATAGAACAAAATGCTCAAGAGAATGAA  497 
 
SMN1   593  AATGAAAGCCAAGTTTCAACAGATGAAAGTGAGAACTCCAGGTCTCCTGGAAATAAATCA  652 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
NCBI   498  AATGAAAGCCAAGTTTCAACAGATGAAAGTGAGAACTCCAGGTCTCCTGGAAATAAATCA  557 
 
SMN1   653  GATAACATCAAGCCCAAATCTGCTCCATGGAACTCTTTTCTCCCTCCACCACCCCCCATG  712 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
NCBI   558  GATAACATCAAGCCCAAATCTGCTCCATGGAACTCTTTTCTCCCTCCACCACCCCCCATG  617 
 
SMN1   713  CCAGGGCCAAGACTGGGACCAGGAAAGCCAGGTCTAAAATTCAATGGCccaccaccgcca  772 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
NCBI   618  CCAGGGCCAAGACTGGGACCAGGAAAGCCAGGTCTAAAATTCAATGGCCCACCACCGCCA  677 
 
SMN1   773  ccgccaccaccaccaccccacttactatcatgctggctgcctccatttccttctggacca  832 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
NCBI   678  CCGCCACCACCACCACCCCACTTACTATCATGCTGGCTGCCTCCATTTCCTTCTGGACCA  737 
 
SMN1   833  ccaataattcccccaccacctccCATATGTCCAGATTCTCTTGATGATGCTGATGCTTTG  892 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
NCBI   738  CCAATAATTCCCCCACCACCTCCCATATGTCCAGATTCTCTTGATGATGCTGATGCTTTG  797 
 
SMN1   893  GGAAGTATGTTAATTTCATGGTACATGAGTGGCTATCATACTGGCTATTATATGGGTTTT  952 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||  
NCBI   798  GGAAGTATGTTAATTTCATGGTACATGAGTGGCTATCATACTGGCTATTATATGGGTTTC  857 
 
SMN1   953  AGACAAAATCAAAAAGAAGGAAGGTGCTCACATTCCTTAAATT  995 
            ||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||| 
NCBI   858  AGACAAAATCAAAAAGAAGGAAGGTGCTCACATTCCTTAAATT  900 
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EK B.2: TAT Dizisinin SMN1-pET-21a Vektörüne Alt Klonlama Dizi Analizi 

Sonuçlarının Karşılaştırılması 
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EK C.1: SMN1 shRNA Primerlerinin siRNA Selection ProgramıylaTasarlanması 

 

 

EK C.2: SMN1 shRNA 210 Dizisinin pLKO.1-TRC Vektörüne Klonlanmasının Dizi 

Analizi Sonuçları ile Karşılaştırılması 

 
 

EK C.3: SMN1 shRNA 522 Dizisinin pLKO.1-TRC Vektörüne Klonlanmasının Dizi 

Analizi Sonuçları ile Karşılaştırılması 

 

 

 

 
Okuma  176  CCGGAAATCTGCTCCATGGAACTCTCTCGAGAGAGTTCCATGGAGCAGAttttttttG  233 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

shRNA2  1   CCGGAAATCTGCTCCATGGAACTCTCTCGAGAGAGTTCCATGGAGCAGATTTTTTTTG  58 
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