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Noron Benzeri Hiicre Hatlarinda RNA
interferans Aracili Gen ifadesi Baskilama
Calismalari: In Vitro SMA Modelleri

Gene Silencing By RNA Interference in Neuron-Like Cell Lines: In
Vitro SMA Models.

Gamze Bora
Hacettepe Universitesi T1p Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji Anabilim Dali Ankara, Tiirkiye

Ozet: Okaryotik hiicredeki biyolojik olaylarin agiklanabilmesi amactyla primer hiicrelere ulasimuin kisith oldugu
durumlarda hiicre hatlart kullanilmaktadir. Hiicre hatlari, primer hiicreleri birebir yansitmamalarina karsin hastalik
modeli olusturmak igin siklikla ihtiyag duyulan ve kullanilan hiicrelerdir. Bu ¢alismada genlerin fonksiyonunun
baskilanmasi1 prensibine dayanan RNA interferans yontemi iki farkli néron benzeri hiicre hatinda uygulanmus,
hiicrelerin birbirlerine gore avantajlari/dezavantajlari, norodejeneratif bir hastalik olan Spinal miskiiler atrofi
tizerinden karsilagtirilmustir. In vitro SMA modeli olusturmak iizere, néron benzeri hiicrelere farklilagtirilan PC12 ve
NSC34 hiicre hatlarinda SMN gen ifadesi SiRNA yontemi ile baskilanmig, baskilanma Western blot ve
immiinfloresan boyama yontemleri ile gésterilmistir.PC12 ve NSC34 hiicre hatlarinda SMN gen ifadesi %90’ 1in
lizerinde baskilanabilmis ve c¢alismalar sirasinda hiicre hatlarmim kiiltiir, farklilasma, transfeksiyon kosullart
arasindaki farklar karsilastirmali olarak incelenmistir. Elde ettigimiz bulgular, ileride néron benzeri PC12 ve NSC34
hiicre hatlar1 kullanilarak gergeklestirilecek ¢aligmalar agisindan yol gosterici olacaktir.

Anahtar Kelimeler: hiicre hatlari, PC12, NSC34, RNA interferans, siRNA.

Abstract: In order to explain the biological mechanisms in the eukaryotic cells, cell lines are valuable tools in cases
where access to primary cells is limited. Although they do not reflect primary cells exactly, cell lines are often needed
and used to model diseases in vitro. In this study, two neuron-like cell lines were used for gene silencing by RNA
interference to both evaluate advantages/disadvantages of cells and their potential to be used as an in vitro models for
neurodegenerative diseaeses through spinal muscular atrophy. As in vitro SMA models, SMN gene was knocked-
down in both PC12 and NSC34 cell lines and gene silencing was confirmed by Western blot and
immunofluorescence stainings. We found that SMN knock-down efficiencies were more than 90% in both PC12 and
NSC34 cell lines. We compared culture, differentiation and transfection conditions of cell lines during silencing
studies. Our findings will be helpful for further studies using neuron-like PC12 and NSC34 cell lines.
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1. Giris

Norodejeneratif bir hastalik olan Spinal
miiskiiler atrofi (SMA) otozomal resesif
olarak kalitilmaktadir. Hastaliga Survival of
motor neuron 1 (SMNI) gen mutasyonlari
neden olmakta ve hastalarin %90-94’inde bu

genin 7 ve 8. ekzonlarinda homozigot
delesyonlar  bulunmaktadir (1-3). SMNL1
geninde  meydana gelen  mutasyonlar

sonucunda omurilikteki alfa motor ndronlar
dejenere olarak kas atrofisi fenotipini ortaya
cikarmaktadir. SMN proteini tiim hiicrelerde
sentezlenmesine karsin eksikliginden en fazla
etkilenen  hiicrelerin  noronlar  oldugu
bilinmektedir. Yapilan c¢alismalarda SMN
proteini eksikliginde noéronlarin akzon ve

dendrit  boyunun  kisaldigi, akzonal
dallanmanin  ve transportun  bozuldugu
bildirilmistir ~ (4-8).Temel  arastirmalarla,

SMA’da oldugu gibi ilerleyici yapisal ve
fonksiyonel noron kayiplart ile seyreden
bircok norodejeneratif hastaligin (Alzheimer,
Parkinson ve Amyotrofik lateral skleroz vb)
hiicresel ve molekiiller mekanizmalarimin
aydinlatilabilmesi ~ miimkiin ~ olmaktadir.
Arastirmalardan elde edilen bilgilerin erken
tanida ve tedavi hedeflerinin belirlenmesinde
kullanilabilir olmasi1 bu alandaki teknolojik
bilgileri onemli kilmaktadir. Ancak ndron

hasar1 goriilen hastaliklarla ilgili
arastirmalarda  hasta  bireylerden ndron
eldesinin miimkiin olmamasi arastirmalari

kisitlamakta ve bu nedenle Oncelikle néron
benzeri  hiicre hatlann ile  ¢aligmalar
yiiriitilmektedir. Hiicre hatlari, laboratuvar
ortaminda siirekli boliinme yetenegine sahip
hiicrelerolup tiimor hiicrelerinden ya da
deneysel olarak sinirsiz bolinme ozelligi
kazandirilan hiicrelerden kurulmaktadir (9).
Cogu primer hiicreye gore daha homojen
hiicre populasyonu icermeleri, uzun siire
kiiltiire edilebilmeleri ve deneysel olarak daha
kolay manipule edilebilmeleri ozellikle
fonksiyonel genomik arastirmalar agisindan
avantaj saglamaktadir. Sik kullanmilan ndron
benzeri hiicre hatlar1 arasinda, sican adrenal
medulla ndroendokrin hiicrelerinden
(pheochromocytoma) kurulmus olan PC12 ve
fare noroblastoma-omurilik motor ndron
flizyonu ile olusturulmus NSC34 yer
almaktadir. PC12 hiicreleri, kiiltiir ortamina
farklilagmay1 indiikleyici faktorlerin

eklenmesi ilesempatik noron, NSC34
hiicreleri ise kiiltiirdeki serum oraninin
azaltilmasi ile motor noron benzeri 6zellik
gostermektedir (10-12). Her iki hiicre hatt1 da
farklilagtirlldiginda norit adi verilen uzantilar
olusturmakta, bu nedenle hiicre farklilagsmasi
ve norit uzunluklarinin analizleri ile ilgili
calismalarda model olarak
kullanilabilmektedir (4, 8, 13).

Gen fonksiyonlarmin arastirilmasinda hiicre
hatlarindan yararlanilmaktadir. Bu amagla gen
ifadesi deneysel olarak arttirilmakta (asirt
ifade-overexpression) ya da
azaltilmakta(knock-down), bdylece hastaliklar
kiiltiir ortaminda modellenebilmektedir. Gen
ifadesinin azaltilmas1 amaciyla kullanilan
RNA interferans teknolojisi, fonksiyonel
genomik alanda ¢igir agmis olup Okaryotik
genlerin fonksiyonlarinin agiklanabilmesine
imkan saglayan oOnemli bir aragtir. RNA
interferans-aracili  gen ifadesi baskilama
calismalar1 sayesinde ilgilenilen genden
sentezlenen protein miktar1 azaltilmakta ve
proteinin fonksiyonuna iliskin bilgiler elde
edilebilmektedir (14, 15).

Bu c¢alismada, norodejeneratif hastaliklardan
Spinal miiskiiler atrofi lizerine odaklanilmis,
in vitro SMA modeli olugturmak amaciyla
PC12 ve NSC34 hiicre hatlarinda SMN gen
ifadesi siRNA ile baskilanmistir. Hiicre
hatlarinin  in vitro SMA modeli olarak
kullanilabilme potansiyelleri ile birbirlerine
gore avantaj/dezavantajlari tartigilmstir.

2. Gere¢ ve Yontem

Hiicre kiiltiirii, transfeksiyon ve farklilagtirma
calismalar

PCI12 hiicreleri, DMEM 4,5 g/l D-glukoz
(Gibco), %10 at serumu (Gibco), %5 FCS, %2
sodyum piirivat ve %1 penisilin/streptomisin
iceren Kkiltir ortaminda, 37°C, %5 CO2
etivde ¢ogaltildi. Hiicreler, enjektorden
gecirilerek siRNA ile transfekte edildi ve
kollajen kapli kiiltiir kaplarina aktarilarak, %1
at serumu, %2 sodyum pirivat, %l
penisilin/streptomisin ~ ve  100ng/ml  sinir
bliylime faktorii (NGF) igeren farklilagsma
ortaminda 3 ve 7 gin siireyle farklilastirildi.

141



Osmangazi Tip Dergisi, Mart 2020

NSC34 hiicreleri, DMEM 4,5 g/l D-glukoz,
%5 FCS ve %1 penisilin/streptomisin i¢eren
cogaltma ortaminda, 37°C, %5 CO2 etiivde
cogaltildi. Hiicreler diisilk serum (%1 FCS)
iceren Kkiiltiir ortamina alindi ve siRNA ile
transfekte  edilerek 3  glin  siireyle
farklilagtirildi.  Transfeksiyon ajan1 olarak
Lipofectamin 2000, SMN gen ifadesinin
baskilanmas1 amaciyla sican ve/veya fare
SMN mRNA’larim tantyan farkli siRNA’lar
(SIRNAL:AGAACGGUGACAUGUGUGA si
RNA2:CAGAAGUAAAGCACACAGCAA,
siRNA3: AACCUGCUAAGAAGAAUAA)
ve hedefi bulunmayan kontrol SiRNA
(AUACGAACGGAACGAACAACA)
kullanildt ~ (16).  Belirtilen  inkiibasyon
siirelerinin sonunda hiicreler immiinfloresan
boyamalar i¢in fikse edildi ya da Western blot
caligmalar1 i¢in RIPA (20 mM Tris HCL,
137mM NaCl, 2mM EDTA, 1mM sodyum
ortovanadat, 25 mM beta-glukofosfat, %1
triton-X-100, %1 deoksikolat) tamponu
igerisine alindi.

Western blot calismalar:

Hiicreler protein izolasyonu amaciyla proteaz
ve fosfataz inhibitorii (Roche) iceren RIPA
tamponu igerisinde 15 dk sonike edildi.14000
rpm’de +4°C’de 20 dk santrifuj sonrasi
protein konsantrasyonlart BCA yo6ntemi ile
Olciildi. Western blot calismalart igin
%12,5’Tuk SDS-PAGE hazirland1 ve 6rnekler
esit konsantrasyonda jele yiiklenerek 120V,
1.5 saat elektroforez  gerceklestirildi.
Proteinlerin nitroselilloz membrana transferi,
slak transfer yontemi (Biorad) ile 120V, 1
saat olacak sekilde gerceklestirildi. Membran
1 saat %5 silit tozu iceren TBST-T’de
bloklandiktan sonra SMN (BD, 1:1000), alfa
tubulin primer antikorlar1 (Sigma, 1:1000) ve
HRP konjuge anti-fare sekonder antikor
(Amersham, 1:4000) ile inkiibe
edildi.Membrankemiliiminesan ~ goriintiileme
soliisyonu (Pierce) ile muamele edildi ve
protein bantlar1 CCD kamera (GeneGnome)
ile goriintiilendi.

Immiinfloresan boyama ¢alismalart

PC12 hiicrelerinde immiinfloresan boyama
caligsmalart i¢in kiiltiir kaplarina yerlestirilen
steril cam lameller poli-I-lizin (Sigma) ve

laminin (R&D Systems, Cultrex) ile kaplandi.
Poli-I-lizin (1:100) ile kaplama igin lameller 1
gece 37°C, % 5 CO2 etiivde birakildi. Ertesi
giin poli-I-lizin uzaklastirilarak 3 kez steril
distile su ile yikandi. Lamellerin iizerine fare
laminin (20 ug/ml) koyularak 1 saat hiicre
kiiltiir kabini igerisinde bekletildikten sonra
laminin uzaklastirildt ve hiicreler kiiltiir
kaplarina transfer edilerek farklilastirildi.
Farklilasma siiresi sonunda hiicreler %100
metanol ile -20°C’de 5dk fikse edildi.
Hiicreler 1 saat bloklama tamponu (% 10 ke¢i
serumu, % 0.1 Tween 20, %1 BSA) igerisinde
oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra
asagida belirtilen antikorlar ile SMN ve
tiibiilin  boyamalar1  gerceklestirildi. NSC34
hiicrelerinde immiinfloresan boyamalar igin
hiicreler dogrudan cam lamel igeren kiiltiir
kaplarina aktarildi ve 3 giin siireyle
farklilastirildi.  Hiicreler 1 saat bloklama
tamponu (%1 BSA, %0,3 Triton X-100)
icerisinde birakildiktan sonra belirtilen primer
ve sekonder antikorlar ile inkiibe edildi.
Hiicrelerde ¢ekirdek goriintiilenmesi amaciyla
1 dk DAPI (Molecular probes, 1:1000)
boyamasi gergeklestirildikten sonra Prolong
Anti-Fade (Thermo Fisher) soliisyonu ile
preparatlar kapatilarak floresan atagmanl
upright mikroskopta (Zeiss) uygun filtreler
kullanilarak goriintiilendi. Hiicrelerin noritleri
kiigiik biliyitme (10X veya 20X objektif),
SMN’in ¢ekirdekte lokalize oldugu niikleer
cisimcikler ise biiyiikk biiylitme (40X-100X
objektif) ile goriintiilendi.

Antikorlar

Immiinfloresan boyama calismalarinda
kullanilan primer antikorlar; fare anti-SMN
(BD, 1:100, 1 gece +4C), tavsan anti-SMN
(Novus, 1:100,1 gece +4C), fare anti-beta
tibiilin  (Millipore, 1:200, 2 saat oda
sicakligi), sekonder antikorlar; anti-fare Alexa
Fluor 488 (Thermo Fisher, 1:500, 1 saat oda
sicakligl), anti-fare Alexa Fluor 568 (Thermo
Fisher, 1:500, 1 saat oda sicaklig1), anti-tavsan
Alexa Fluor 488 (Thermo Fisher, 1:500, 1 saat
oda sicaklig).

3. Bulgular

Kiltir ortammna néron biiylime faktorii
eklenen PC12 hiicreleri farklilasarak 3.giinden
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itibaren hiicre govdesi capinin en az 2 kati
uzunluguna wulasan ndritleri olusturmaya
baslamaktadir. Farklilagsan hiicrelerin 7.giinde
terminal farklilagma evresine geldigi ve
sempatik noron benzeri karakter kazandigi
bilinmektedir (10, 11). Bu calismada, PC12
hiicrelerinde ndrit uzantilarinin mikroskopik
olarak goriintiilenebilmesi amaciyla
immiinfloresan yontemle beta-tiibiilin
boyamasi yapilmis ve ornek fotograf Sekil
1A’da gosterilmistir. Immiinfloresan analizler
sonucunda SMN proteininin PC12
hiicrelerinde ifade oldugu, cekirdekte niikleer
cisimciklerde, hiicre gdvdesinde, ndritlerde ve
bliyime bolgelerinde yerlesim gosterdigi
saptanmustir (Sekil 1A).

PC12 hiicrelerinde in vitro SMA modelinin

olusturulabilmesi amaci ile transfeksiyonlar 3
farkl siRNA dizisi kullanilarak

Beta tiibiilin

gerceklestirilmis, 3 ve 7 giin siireyle ndrona
farklilastirilan  hiicrelerden  protein  izole
edilerek SMN ifadesi Western blot yontemi
ile analiz edilmistir. Elde edilen sonuglar,
uygulanan siRNA dizilerinin SMN gen
ifadesini baskilama etkinliklerinin  farkli
oldugunu gostermis, 3 ve 7. gilinler dikkate
almdiginda en fazla baskilamanin siRNA2
dizisi ile gergeklestirilen transfeksiyonlarda
oldugu saptanmistir. SMN ifadesinin, kontrol
hiicrelere gore 3 gilin farklilasan hiicrelerde
%94, 7 glin farklilasan hiicrelerde ise %71
oraninda baskilandig1 gosterilmistir (Sekil
1B).SMN gen ifadesindeki baskilanma aym
zamanda, SMN’in ¢ekirdekte yerlesim
gosterdigi niikleer cisimciklerin sayisindaki
azalmanin mikroskopik olarak tespiti ile de
kesinlestirilmistir (Sekil 1C).

SMN

Sekil 1 A). PCI12 hiicreleri ile gergeklestirilen ¢aligmalara ait sonuglar; Farklilasmig PC12 hiicrelerinde beta tiibiilin
ve SMN protein yerlesimini gosteren 6rnek immiinfloresan boyama fotograflari. Noritler tiggen, ¢ekirdekte SMN’in
yerlesim gosterdigi niikleer cisimcikler ok ile gosterilmistir, bar: 20 um (sol), 10 um (sag)

SMN_siRNA1
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1.5

SMN protein miktar / alfa tubulin
SMN protein miktan / alfa tubulin

2.0

1.5
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SMN protein miktari / alfa tubulin

7 giin

3 glin 7 giin

SiRNA_1

SiRNA_3

Sekil 1 B). Farkli siRNA dizileri ile SMN gen ifadesinin baskilanmasini gésteren 6rnek Western blot goriintiileri ve
SMN proteini baskilanma diizeyleri

Kontrol

SMN baskilanmis

Sekil 1 C). SMN proteininin g¢ekirdekte yerlesim gosterdigi niikleer cisimciklerin siRNA transfeksiyonu sonucu
azaldigini gosteren biiylitiilmiis immiinfloresan boyama fotograflari.

NSC34 hiicreleri kiiltiir ortamindaki serum
oraninin azaltilmasi1 ile farklilasmakta ve
motor noron benzeri karakter kazanmaktadir
(12). Bu hiicrelerin kiiltiir ortaminda en fazla
3 glin siireyle farklilagtirilabildikleri ve
3.glinlin sonunda uzun ndritlerin olustugu
saptanmistir ~ (Sekil2A). Ancak NSC34
hiicrelerinin bir kisminin kiiltiir ortaminda
spontan olarak farklilagabildigi, farklilasma
ortami igerisinde olmasina ragmen hiicrelerin
bir kisminin norit olusturmadig gézlenmistir.
NSC34  hiicrelerinde = SMN  proteininin
cogunlukla ¢ekirdekteki niikleer cisimciklerde
ve hiicre govdesinde yerlesim gostermekle

birlikte noritlerde de bulundugu gézlenmistir
(Sekil 2A). NSC34 hiicrelerinin
baskilanmasinda, PC12 hiicrelerinde en fazla
etkinlikte baskilamanin saglandigi siRNA2
dizisi kullanilmus, 3 giinliik farklilagma siiresi
sonunda SMN gen ifadesinin protein
diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde %90 oraninda baskilanabildigi
gosterilmistir  (Sekil 2B). SMN  gen
ifadesindeki baskilanma, mikroskobik olarak
SMN  proteininin ~ ¢ekirdekte  yerlesim
gosterdigi niikleer cisimciklerin  sayisinin
azalmasi ile de kanitlanmusgtir (Sekil 2C).
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A Beta tiibiilin SMN

Sekil 2. NSC34 hiicreleri ile gergeklestirilen ¢aligmalara ait sonuglar, A) Farklilasmigs NSC34 hiicrelerinde beta
tiibiilin ve SMN protein yerlesimini gésteren 6rnek immiinfloresan boyama fotograflari. Noritler tiggen, ¢ekirdekte
SMN’in yerlesim gosterdigi niikleer cisimcikler ok ile gosterilmistir, bar: 20 um (sol) ve 10 um (sag)

v

/ N
v 8
s &
& &7

SMN

s
E Alfa tiibiilin

Sekil 2.B) siRNA ile SMN gen ifadesinin baskilanmasini gésteren 6rnek Western blot goriintiileri ve SMN proteini
baskilanma diizeyleri,, n=4 biyolojik tekrar. Mann-Whitney U, *p<0.05, C) SMN proteininin ¢ekirdekte yerlesim
gosterdigi niikleer cisimciklerin siRNA transfeksiyonu sonucu azaldigini gdsteren biiyiitiilmiis immiinfloresan
boyama fotograflari.

SMN protein miktari / alfa tubulin

C Kontrol SMN baskilanmig

Sekil2. C) SMN proteininin gekirdekte yerlesim gosterdigi niikleer cisimciklerin siRNA transfeksiyonu sonucu
azaldigini gésteren biyiitiilmiis immiinfloresan boyama fotograflari.
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4. Tartisma ve Sonug

Norodejeneratif hastaliklar, ilerleyici noron
kayiplar1 goriilen ve tedavi imkani kisitli bir
hastalik  grubudur. Toplumdaki goriilme
sikliklar1 farkli olmakla birlikte Alzheimer,
Parkinson ve Amyotrofik lateral skleroz
(ALS) ve Spinal miiskiiler atrofi (SMA) bu
grup icinde yer almaktadir. Bu hastaliklarin
altinda yatan molekiiler mekanizmalarin
aydmlatilabilmesi  i¢in  hastalarin  ndron
hiicrelerinin ¢alisilmasina ihtiya¢ duyulmakta,
ancak insan primer néron kiiltiirii kurulmasi
miimkiin ~ olmamaktadir.  Son  yillarda
fibroblast  hiicrelerinin  pluripotent  hale
getirilmesi ve farklilastirilmasi ile insan néron
hiicresinin eldesi miimkiin olmakla birlikte, bu
calismalar teknik agidan zor ve yiiksek
maliyetlidir. Bu nedenle néron benzeri hiicre
hatlar1 ile gerceklestirilen ¢alismalardan elde
edilen bilgiler, ileri arastirmalar agisindan yol
gosterici olmaktadir ~ (17-20). RNA
interferans-aracili  gen ifadesi baskilama
calismalari, hiicre hatlarinda gegici ya da
kalict  sekilde  gergeklestirilebilmektedir.
Gegici baskilama amaciyla hiicrelere, small
interfering RNA (siRNA) adi verilen, 19-25
niikleotit uzunlukta ¢ift zincirli RNA
molekiilleri, kalici baskilama igin ise short
hairpin RNA (shRNA) adi verilen diziler
iceren vektorler transfekte edilmektedir.
Transfeksiyon sonrasi siRNA ve shRNA’lar
hiicrelerin RNA interferans mekanizmasini
uyarmakta, hedef genin mRNA’sma ozgiil
olarak  baglanarak  protein  sentezini
engellemektedir (14, 15)

Bu ¢alismada, literatiirde sik kullanilan PC12
ve NSC34 hiicre hatlarinda, RNA interferans-
aracilt in vitro Spinal miiskiiler atrofi modeli
olusturulmus, hiicre tiplerinin ve deneysel
farkliliklarin - baskilama tizerindeki etkileri
karsilastirlarak degerlendirilmistir. Iki farkl
noron benzeri hiicre hattinin siRNA ile
baskilama etkinlikleri incelenmis, siRNA2
dizisinin her iki hiicre hattinda da SMN gen
ifadesini %90’1n {izerinde baskilayabildigi
saptanmistir. RNA interferans c¢alismalarinda
baskilama  oranmin  genellikle %70’in
iizerinde olmasi hedeflenmektedir. Calismalar
sirasinda, PC12  hiicrelerinin ~ NSC34
hiicrelerine gore kiiltlir ortaminda daha
homojen farklilagtigi gozlenmistir. 3 giin
farklilagtirilan NSC34 hiicrelerinde ndritler

belirgin olarak goriintiilenebilirken, PCI12
hiicrelerinde uzun noritlerin olusumu igin
hiicrelerin 7 giin siireyle farklilastirilmasi
gerekmektedir. Noritler 151k mikroskobunda
goriilebilmekle birlikte ozellikle
farklilagsmanin erken evrelerinde
immiinfloresan boyama ile daha net goriintii
almabilmektedir. Bu nedenle o6zellikle norit
boyu analizlerinin gercgeklestirilecegi
calismalarda immiinfloresan boyama yontemi
ile noritlerin takibi gereklidir. NSC34
hiicreleri ile ¢aligmalarin daha hizli bir sekilde
yiiriitiilebildigi ve PC12 hiicrelerine gore daha
kolay transfekte edilebildigi saptanmistir.
PC12 hiicrelerinin transfeksiyon etkinligini
arttirabilmek  icin, hiicreler enjektdrden
gecirildikten sonra transfekte edilmis, ancak

bu sayede basarili  bir  baskilama
gerceklestirilebilmistir. PC12  hiicrelerinde
baskilama etkinlikleri incelendiginde, 3

giinliik farklilagsma sonunda gen ifadesinin
baskilanabildigi, 7 giinliik farklilagmada ise
baskilama oranlarinin azaldigi saptanmustir.
Bu nedenle PC12 hiicreleri ile
gerceklestirilecek uzun sureli caligmalarda,
siRNA ile gecici baskilama yerine shRNA ile
kalic1 baskilama yapilmasi 6nerilmektedir.

RNA interferans ¢alismalarinda gen ifadesinin
baskilanmas1 sonucunda ortaya ¢ikan hiicresel
cevaplar arastirildigindan, caligmalara
baglarken en az iki farkli siRNA dizisinin
tasarlanmas1 ve baskilama etkinligi yiiksek
olan dizi ile c¢alismalara devam edilmesi
yararli olacaktir. Kullanilacak hiicre hatlarinin
ozelliklerinin ve galigilacak hedef proteinlerin
bu hiicrelerdeki ifade diizeyi/yerlesimlerinin
calisma baslangicinda belirlenmis olmasi,
baskilama sonucundaki hiicresel cevaplarin
dogru degerlendirilebilmesi icin
gereklidir.Ayrica hiicre hatlarinda ilgilenilen
genin ifadesindeki baskilama sonucunda farkli
biyolojik cevaplarin olugabilecegi dikkate
almmalidir (4, 8, 21). Bu nedenle yeni
aragtirmalar planlanirken birden fazla hiicre
hattinin ~ kullanilarak ~ sonuglarin  birlikte
degerlendirilmesi yararli olacaktir. PC12 ve
NSC34 ndron benzeri hiicre hatlari ile
yaptigimiz ~ c¢alismalardan  elde  edilen
bulgularin, diger nérodejeneratif hastaliklarla
ilgili olarak yiiriitilen temel arastirmalar
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acisindan da  yol  gosterici  olacagi
diistiniilmektedir.
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