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AIFM3 ARACILI APOPTOZ SiNYALININ KANSER HUCRELERINDE MiR-96-5P

ILE BASKILANMASI
Suppression of AIFM3-Mediated Apoptosis Signal by miR-96-5p in Cancer Cells
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0z
Amag: Kanser dinya genelinde yaygin olarak gorilen énemli bir halk saghgr problemidir. Mikro RNA’lar (miRNA), kanser gibi karmasik
hastaliklarin molekiler mekanizmasinda 6nemli fonksiyonlari olan kigik kodlanmayan RNA transkriptleridir. Bu galismada, miR-96-
5p’nin meme, akciger ve osteosarkom kanser hiicrelerinde AIFM3 (apoptosis inducing factor mitochondria associated 3) geni ve apoptoz
Uzerine olan etkilerinin arastirilmasi amaglanmistir.

Materyal ve Metot: Osteosarkom (U2-OS), meme (MCF7) ve akciger (A549) kanseri hlcreleri normal kultir kosullarinda gogaltilip
ardindan miR-96-5p mimik transfeksiyonu yapilmistir. Mimik transfekte edilen hicreler toplanarak miRNA ve total RNA izolasyonlari
yapilmigtir. Real-Time PCR ile gen ifadesi analizleri gergeklestirilmistir.

Bulgular: Kanser hiicrelerinde miR-96-5p mimik transfeksiyonu sonrasinda AIFM3 geninin ifade diizeyinin meme (p=0,015) ve akciger
(p=0,024) kanseri hiicrelerinde ciddi derecede azaldidi gosterilmistir. Osteosarkom hicrelerinde ise miR-96-5p mimik transfeksiyonu
sonrasinda AIFM3 geninin ifade dlzeyinde azalma oldugu gdsterilmistir, ancak bu degisim istatistiksel olarak anlamli degildir. Ayrica, bu
hiicrelerde mimik transfeksiyonu sonrasinda apoptoz ile iligkili genlerin ifade diizeylerinde 6énemli degisikliklerin oldugu saptanmistir.
MiR-96-5p mimik transfeksiyonu sonrasinda, MCF7 hiicrelerinde BCLxL (p=0,043) ve BCL2 (p=0,0147) genlerinin, A549 akciger kanseri
hiicrelerinde BCL2 (p=0,026) geninin ifade diizeyinin artti§i bulunmustur.

Sonug: Sonug olarak, kanser hiicrelerinde miR-96-5p’nin ifade diizeyinin arttirimasi ile AIFM3 geninin ifade diizeyinin azaldigi ve
apoptoz iligkili sinyal yolaginin baskilandigi bulunmustur. MiR-96-5p’nin apoptoz Uzerine etkilerin net olarak anlagiimasi icin daha
kapsaml galigmalara ihtiyag vardir.

Anahtar Kelimeler: AIFM3, apoptoz, kanser, miR-96-5p.

Abstract

Aim: Cancer is an important public health problem that is common throughout the world. Micro RNAs (miRNAs) are small non-coding
RNA transcripts that have important functions in the molecular mechanism of complex diseases such as cancer. In this study, it was
aimed to reveal the effects of miR-96-5p on AIFM3 (apoptosis inducing factor mitochondria associated 3) gene and apoptosis in breast,
lung and osteosarcoma cancer cells.

Materials and Methods: Osteosarcoma (U2-OS), breast (MCF7) and lung (A549) cancer cells were grown under normal culture
conditions and subsequently subjected to miR-96-5p mimic transfection. Mimic transfected cells were harvested and miRNA and total
RNA isolations were performed. Gene expression analyzes were performed by Real-Time PCR.

Results: Expression of AIFM3 gene was shown to be significantly reduced in breast (p=0.015) and lung (p=0.024) cancer cells after
miR-96-5p mimic transfections. In osteosarcoma cells, the expression level of the AIFM3 gene was shown to be decreased after miR-96-
5p mimic transfections, but this change was not statistically significant. In addition, significant changes were found in the expression
levels of apoptosis-related genes after mimic transfection in cancer cells. After miR-96-5p mimic transfection, the expression level of
BCLxL (p = 0.043) and BCL2 (p = 0.0147) genes in MCF7 cells and BCL2 (p = 0.026) gene in A549 lung cancer cells were found to be
increased.

Conclusion: Consequently, it was found that by increasing the expression level of miR-96-5p in cancer cells, the expression level of
AIFM3 gene decreased and apoptosis-associated signaling was suppressed. Further more comprehensive studies are needed to clearly
understand the effects of miR-96-5p on apoptosis.

Keywords: AIFM3, apoptosis, cancer, miR-96-5p.
GiRIiS
Kanser, dinya genelinde sik gortlen o6nemli bir halk sadhdi sorunudur ve kardiyovaskuler

hastaliklardan sonra ikinci 6nde gelen 6lim sebebidir. 2019 yili kanser istatistikleri verilerine gore

yaklasik 1,7 milyon kigide yeni kanser vakasi teghis edilecegi ve yaklasik 600 bin kisinin bu hastaliktan
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hayatini kaybedece@i 6ngorilmektedir'. Bu istatistiksel veriler, taniya ve tedaviye yonelik yapilan

c¢alismalarin ciddi 6nem tasididini biz arastirmacilara net bir sekilde géstermektedir.

Kanser ile ilgili yapilan ¢alismalar, gelisen teknolojinin beraberinde getirdigi yenilikgi teknikler ile yeni
bir boyut kazanmistir. Sadece protein kodlayan genlerde degil ayni zamanda miRNA gibi
kodlanmayan RNA'larin dizenlenmesinde meydana gelen bozukluklarin da kanserin molekdler
mekanizmasinda oldukga etkili oldugu yapilan birgok calisma ile ortaya konulmustur?. miRNA'lar,
yaklasik 22 nukleotid uzunlugunda, protein kodlama kapasitesi bulunmayan RNA transkriptleridir. Bu
RNA molekdlleri mMRNA’larin 3’UTR boélgelerine bagdlanarak onlarin translasyonel baskilanmasina veya
mRNA yikimina neden olarak negatif yénde dizenlerler. miRNA’lar kanserde ¢ok 6nemli yolaklari
etkileyerek onkojenik veya timor baskilayici 6zellik gosterebilirler?. Bu 6zelliklerinden dolayi birgok
kanser c¢egidinde duzensiz olan miRNA’lar taniya ve/lveya tedaviye yodnelik olarak
hedeflenebilmektedirler?.

MiR-96-5p, prostat kanseri®#, hepatoselliler karsinom®, meme kanseri® ve kolorektal kanser’ gibi
bircok kanser cesidinde tumor ilerlemesi, metastaz, invazyon ve apoptozda 6nemli rolleri oldugu
ortaya konulan onkojenik bir miRNA’dir. MiR-96-5p’nin FOXO1 (forkhead box O1), FOXO3a (forkhead
box O3A) ve MTSS1 (metastasis suppressor-1) gibi kanserde 6nemli islevleri olan genleri diizenledigi
gosterilmistir®®. Ancak apoptozda gorevli olan AIFM3 (apoptosis inducing factor mitochondria
associated 3) geni ile iligkisini gdsteren herhangi bir calisma mevcut degildir. AIFM3 geni 598 amino
asitten olusan Aifm3 proteinini kodlamaktadir, Rieske ve nukleotit-distlfit oksidorediktaz domaini
olmak Uzere iki blylk domaini bulunmaktadir®. AIFM3 geni, saglkli hiicrelerde mitokondriyal
intermembran boslugunda bulunur ve apoptotik hicrelerde nikleer bozunma igin gerekli olan bir
flavoproteini kodlamaktadir®. Apoptozun uyariimasi bu proteinin gekirdege translokasyonuna neden
olur ve burada kromozom yogunlasmasina ve parcalanmasina etki eder®'?. AIFM3’lin kanser olusumu
ve gelisimindeki rolii yaygin bir sekilde calisilmis olmasina ragmen®, miR-96-5p ile iliskisi hakkinda

yeterli calisma bulunmamaktadir.

Dolayisiyla, bu galismada gesitli kanser hicrelerinde miR-96-5p’nin ifade seviyesinin arttirilmasi ile
AIFM3 geninin ifadesindeki degisimler ve buna bagli olarak apoptoz ile iligkili genler Gizerine etkilerinin

belirlenmesi amaglanmigtir.
MATERYAL VE METOT

Kanser huicrelerinin kultur edilmesi
Bu g¢alismada U2-OS (osteosarkom), MCF7 (meme kanseri) ve A549 (akcider kanseri) hiicre hatlari

kullanildi. Hucreler ATCC firmasindan tedarik edildi ve COz2 inkibatérinde 37 °C’de, %5 CO:z igeren
%95 nemli ortamda kultur edildi. Hicreler, %10 FBS (Fetal bowine serum; Sigma-Aldrich, Alimanya) ve
%5 oraninda 50 U/ml penisilin/streptomisin (Sigma-Aldrich, Almanya) iceren DMEM (Dulbecco's
Modified Eagle's Medium; Sigma-Aldrich, Almanya) besi yerinde ¢ogdaltildi. Hucreler flasklar i¢inde
cogaltildiktan sonra tripsin-EDTA (Sigma-Aldrich, Almanya) ile kaldinldi. Tripsinin etkisini nétrlemek
icin DMEM eklendi ve 1500 rpm’de 3 dk santrif(ij edildi. Santriflij sonrasinda slpernatant kisim

uzaklagtirilarak hicreler Thoma lami ile sayildi ve sonraki deneyler igin kullanildi.

Hiicrelerden Total RNA ve miRNA izolasyonu
Kultur kaplarindan alinarak ¢okturilmus hucrelerden total RNA izolasyonu yapmak icin RNeasy Mini

Kit (Qiagen, Aimanya) kullanildi. Santrifij sonrasi stipernatanti uzaklastirilan hicrelerin Gzerine 700 pl
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QIlAzol Lysis Reagent (Qiagen, Almanya) eklendi. Céziinen hiicreler 5 dk oda sicakliginda bekletildi.
izolasyonlar (retici firmanin tavsiyeleri dogrultusunda gergeklestirildi. Hiicrelerden miRNA izolasyonu
yapmak icin miRNeasy Mini Kit (Qiagen, Almanya) kullanildi. Total RNA izolasyonunda oldugu gibi

izolasyon islemi Uretici firmanin tavsiyeleri dogrultusunda gercgeklestirildi.

izole edilen RNA’larin konsantrasyonlarini ve safliklarini dlgmek igin  NanoDrop® ND-1000
spektrofotometrede 260-280 nm dalga boyunda &lgtimler yapildi. Bir sonraki deneysel asamaya kadar
RNA 6rnekleri -80 °C’de muhafaza edildi.

Tek sarmal cDNA sentezi ve Real-Time PCR
Spektrofotometre ile konsantrasyonlari belilenen RNA &rneklerinin yodunluklari esitlenerek cDNA

sentezi gergeklestirildi. Total RNA izole edilen 6rneklerden cDNA sentezi RT? First Strand Kit (Qiagen,
Almanya) ile yapildi. Uygun miktarlarda karigimi hazirlanan érnekler PCR cihazinda sirasiyla 42 °C’de
15 dk ve 95 °C’de 5 dk termal sartlara tabii tutuldu. miRNA 6érneklerinden cDNA sentezi igin miScript ®
II RT Kit miRNA cDNA sentez kiti (Qiagen, Almanya) kullanildi. Konsantrasyonlari esitlenen érnekler
uygun miktarlarda kanistirilarak PCR cihazinda 37 °C’de 60 dk ve 95 °C’de 5 dk termal sartlara tabii
tutuldu. Her iki reaksiyon sonucu elde edilen cDNA 6rnekleri Real-Time PCR deneylerinde kullanilana
kadar -80 °C’de muhafaza edildi.

Real-Time PCR deneyleri 6zgiin tasarlanmis primerler kullanilarak Rotor-Gene Q (Qiagen, Almanya)
Real-Time PCR cihazinda yapildi. cDNA sentezlenmis miRNA’lardan miR-96-5p’nin (miR-96-5p hedef
dizilimi: 5—UUUGGCACUAGCACAUUUUUGCU—3’) ifade dlzeyini belirlemek i¢cin miScript SYBR®
Green PCR Kit kullanildi. Ayrica miR-96-5p’nin ifade diizeyinin belirlenmesinde kigik RNA molekiill
RNUG referans gen olarak kullanildi. Kitin prosedirtine uygun olarak hazirlanan karisim Rotor-Gene Q
cihazinda 95 °C’de 15 dk, 95°C’de 15 sn 55 °C’de 30 sn ve 70 °C’de 30 sn (40 dongu) sicakhga
maruz birakildi. Reaksiyon sonrasinda belli bir esik dederi belirlenerek Ct (cycle threshold) degerleri
kaydedildi. Ayrica, total RNA izolasyonundan sonra cDNA sentezi yapilan érneklerden gen ifadesini
belirlemek icin QuantiTect SYBR Green PCR Kit (Qiagen, Almanya) kullanildi. Kitin prosediriine
uygun olarak karisim hazirlandi ve her bir gen igin 6zel tasarlanmis primerler kullanilarak gen ifadesi
deneyleri yapildi (Tablo 1). Hazirlanan karisim Rotor-Gene Q cihazinda 95 °C’de 15 dk, 95°C’de 15 sn
55-65 °C’de (her primer igin farkli sicaklik) 30 sn, 72 °C’de 30 sn (40 dongul) ve 72 °C’de 10 dk
sicakliga maruz birakildi. Reaksiyon sonrasinda belli bir esik degeri belirlenerek Ct degerleri
kaydedildi. ilgili genlerin ifade seviyesini belirlemek igin GAPDH (Glyceraldehyde 3-phosphate

dehydrogenase) geni ile normalizasyon yapildi.

Tablo 1. Gen ifadesi deneylerinde kullanilan gen-spesifik PCR primerleri ve dzellikleri

Gen ve primer adi Dizilimi (5°—3’)

AIFM3-Fw GTCCTGGCTTACGGGGAAAG
AIFM3-Rv GCCTTGAGGGTTGAGCATCT
BAX-Fw GTCGCCCTTTTCTACTTTGCC
BAX-Rv TGGTCACGGTCCAACCACC
BCL2-Fw ATAACGGAGGCTGGGATGC
BCL2-Rv TCACTTGTGGCCCAGATAGG
BCL2L1-Fw TCAGCCACCATTGCTACCAG
BCL2L1-Rv CCAAGGAGCTGGTTTAGGGG
GAPDH-Fw GATCATCAGCAATGCCTCCT
GAPDH-Rv TGTGGTCATGAGTCCTTCCA

Fw:Forward, Rv:Reverse

MiR-96-5p’nin kanser hiicrelerine mimik transfeksiyonu
U2-0S, MCF7 ve A549 kanser hucrelerinde miR-96-5p’nin ifade dlzeyini arttirmak igin sentetik olarak

sentezlenmis miR-96-5p mimik (Qiagen, Almanya) kullanildi. Kanser hlcreleri 12 kuyucuklu kultur
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kaplarina 1x10° hlicre/ml olarak ekildi. FBS ve antibiyotik icermeyen 100 ul DMEM igerisine 4 pl
HiPerFect Transfection Reagent ve 0,6 ul 5mol miR-96-5p mimik eklenerek 30 dk oda sicakliginda
bekletildi. Sonrasinda hicrelerin lzerine damla damla verildi. Bu islemden 3-4 saat sonra huicrelerin
Uzerine 10 pl FBS eklendi. Transfeksiyondan 72 saat sonra hiicreler tripsin-EDTA ile kaldirilarak total

RNA ve miRNA izolasyonlari igin ¢okturild.

istatistiksel Analizler

Real-Time PCR cihazinda kaydedilen Ct degerleri kullanilarak 2-2¢t (ACt =Hedef gen—Referans Gen)
yontemi ile gen ifadesi analizleri yapildi. Elde edilen verilerden GraphPad Prism6 programinda
istatistiksel analizler yapild. ikili karsilagtirmalar igin t testi (non-parametrik Mann Whitney U testi),
coklu karsilastirmalar igin ise non-parametrik Kruskall Wallis testi kullanildi. Batiin sonuglar igin p<0,05

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
BULGULAR

Kanser hiicrelerinde miR-96-5p ve AIFM3 ifade seviyeleri

Kanser hicrelerindeki AIFM3 ve miR-96-5p’nin ifade seviyeleri Sekil 1A ve Sekil 1B’de sirasi ile
gOsterilmistir. U2-OS hucrelerinde genel olarak AIFM3 ve miR-96-5p’'nin ifade duzeyleri diger iki
hiicreye kiyasla daha distk oranda oldudu gésterilmistir. A549 ve MCF7 hucrelerinde ise ifade
dizeylerinin birbirine yakin oldugu gésterilmistir. Bunun yani sira her uU¢ hucre tirinde de AIFM3 ve
miR-96-5p’nin ifade diizeyleri arasinda negatif yonli bir korelasyon oldugu bulunmustur (Sekil 1C).
miRNA-hedef etkilesimlerini gosteren online veri tabanlarinda AIFM3 genini hedefleyebilecek olasi
miRNA’'lara bakilmistir. TargetScan veritabaninda' (http://www.targetscan.org/vert_72/) AIFM3
geninin 3’UTR bolgesinde 68-74 pozisyonlari arasinda miR-96-p’nin 7mer-m8’lik (7mer-m8: Olgun
miRNA'nin 2-8 pozisyonlari ile tam eglesme) uyusum gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 1D).
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Sekil 1. Kanser hiicrelerinde AIFM3 ve miR-96-5p’nin ifade dlzeylerinin gosteriimesi. A. U2-OS, MCF7 ve A549 kanser
hiicrelerinde AIFM3 geninin ifade diizeyi. B. U2-OS, MCF7 ve A549 kanser hiicrelerinde miR-96-5p’nin ifade dlizeyi. C. Farkli
kanser hucrelerinde AIFM3 ile miR-96-5p arasindaki korelasyon. D. AIFM3 geninin 3'UTR bdlgesinde miR-96-5p’nin hedef
uyusum dizilimlerinin gdsteriimesi.
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Kanser hiicrelerinde miR-96-5p’nin overkespresyonu

Farkh kanser tirlerinde ifade diizeyleri gosterilen miR-96-5p’nin mimigi bu hicrelere transfekte
edilmistir ve ifade dizeyleri arttirilmistir. Lipofektamin aracili yapilan bu transfeksiyon sonucu farkli
kanser hucrelerinde kontrol mimik ve negatif kontrole kiyasla miR-96-5p mimigi verilen gruplarda bu
mMiRNA’nIn
hicrelerinde mimik kontrole kiyasla mimik verilen grupta miR-96-5p’nin yaklasik 2300 kat (p<0,0001)
artis gosterdigi bulunmustur. Bununla beraber MCF7 hlcrelerinde yaklasik 1500 kat (p<0,0001), A549
hicrelerinde ise yaklasik 1200 kat (p<0,0001) artis oldugu goésterilmistir.

ifade duzeyinin ciddi oranda arttigi gosterilmistir (Sekil 2). U2-OS osteosarkom
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Sekil 2. U2-0OS, MCF7 ve A549 hiicrelerinde miR-96-5p mimik transfeksiyonu sonrasindaki miR-96-5p ifade seviyesinin
gosterilmesi. ****p<0,0001

MiR-96-5p’nin apoptoz iligkili genlerin ifadesine etkisi

MiR-96-5p ile transfekte edilmis farkh tirdeki kanser hiicrelerinde RNA izolasyonu yapilarak AIFM3 ve
bazi apoptoz ile iligkili genlerin ifade diizeyleri analiz edilmistir (Sekil 3). Bu baglamada miR-96-5p ile
transfekte edilen U2-OS hiicrelerinde AIFM3 geninin ifade diizeyinde herhangi anlamh bir degisim
tespit edilememistir. Ancak, MCF7 (p=0,015) ve A549 (p=0,024) hiicrelerinde kontrole kiyasla miR-96-
5p mimik verilen gruplarda AIFM3 geninin ifade seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli azalma
oldugu bulunmustur. Aralarindaki negatif korelasyona ek olarak artmis miR-96-5p’nin ifadesine karsin

AIFM3’in ifadesinin azalmasi aralarinda direkt bir iligki olabilecedini desteklemektedir.
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Sekil 3. miR-96-5p mimik transfeksiyonu sonrasinda AIFM3 geninin ifade diizeyindeki degisimlerin gdsterilmesi. *p<0,05

MiR-96-5p AIFM3 genini negatif yonde duzenleyerek onun ifade seviyesinin dismesine neden

olmaktadir

(Sekil

4).

Bunun vyaninda anti-apoptotik BCLxL

(BCL2

like 1),

BCL2

(B cell
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leukemia/lymphoma 2 apoptosis regulator) ve pro-apoptotik BAX (BCL2 associated X, apoptosis
regulator) gibi apoptoz ile iliskili genlerini de dogrudan ve/veya dolayli olarak etkileyerek apoptozun
baskilanmasinda goérev alabilir. U2-OS hicrelerinde miR-96-5p mimik transfeksiyonu sonrasinda
AIFM3 geninin ifade dlizeyinde herhangi anlamli bir degisim saptanmamisti. Buna benzer olarak
BCLxL, BCL2 ve BAX genlerinin ifade dlzeylerinde de herhangi anlaml bir degisim gorilmemistir.
MCF7 hucrelerinde ise miR-96-5p mimik transfeksiyonu sonrasinda BCL2 ve BCLxL genlerinin ifade
dizeyleri kontrole kiyasla artis géstermektedir. Bu degisimler istatistiksel olarak anlamhdir (BCL2 igin
p=0,0147; BCLxL i¢in p=0,043). Bunun aksine MCF7 hucrelerinde BAX geninin ifade diizeyinde bir
azalma oldugu ancak bu degisimin istatistiksel olarak anlamli olmadigi bulunmustur. A549
hiicrelerinde, BCL2 geninin ifade dizeyinde mimik transfeksiyonu sonrasinda ciddi bir artis oldugu
bulunmustur (p=0,026). Ama BCLxL ve BAX genlerinin ifade diizeyleri arasinda anlami bir iligki tespit

edilememistir.
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Sekil 4. miR-96-5p mimik transfeksiyonu sonrasinda U2-OS, MCF7 ve A549 hiicrelerinde BCLxL, BCL2 ve BAX genlerinin ifade
seviyelerinin gosterilmesi. *p<0,05

TARTISMA

Kanser ile ilgili galismalar son yillarda ciddi bir ivme kazanmistir. Kanserin molektler mekanizmalari
aydinlatilirken 6nemli yolaklarda gorevli birgok miRNA molekilinin oldugu goésterilmistir. Kanserde
dizensiz ifade edilen bu kigik molekiillerin ayirici tanida ve tedavide hedeflenebilir olmasi gindeme
gelmistir?. Tedaviye yonelik olarak, kanserde yiiksek ifade edilen miRNA’lar antogomiR’leri kullanilarak
baskilanabilmektedir veya disuk ifade edilen miRNA’lar mimikleri kullanilarak ifade seviyeleri
arttirllabilmektedir'?2. Biz bu galismada farkli kanser hicrelerinde miR-96-5p’nin ifade seviyesini

arttirarak AIFM3 geni ve dolayisiyla apoptoz ile iligkisini inceledik.

Daha onceki yapilan cgalismalarda miR-96-5p’nin bircok kanser cesidinde yiiksek ifade edildigi
gOsterilmistir. Meme kanseri, prostat kanseri, mesane kanseri ve kolon kanseri gibi farkli kanserlerde
miR-96-5p yiksek ifade edilerek onkojenik fonksiyon gosterdigi bildirilmistir®58. Ayrica, miR-96-5p’nin
meme kanserinde invazyonu ve metastazi arttirici etkisi oldugu gosterilmistir'®. Bizim galismamizda
ise miR-96-5p’nin akciger ve meme kanseri hlcrelerinde osteosarkom hucrelerine kiyasla ifade
seviyesinin oldukga yiksek oldugu gosterilmistir. Osteosarkom ve renal kanser gibi bazi kanser

tirlerinde miR-96-5p’nin ifade seviyesinin disik oldugu ve timor baskilayici 6zellik gosterdigi
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bildirilmigtir'#'®. Bizim calismamizda ise bu bulgulari destekler bicimde U2-OS osteosarkom

hicrelerinde miR-96-5p’nin ifade seviyesinin diisik oldugu bulunmustur.

Gunumulze kadar yapilan miR-96-5p ile iligkili ¢alismalarda miR-96-5p’nin onkojenik veya timor
baskilayici rollerinin oldugu ve birden fazla geni hedefledigi gosterilmistir®®'4. Bir molekulin/genin
hem timor baskilayici hem de onkojenik fonksiyonlarinin olmasi bu genin hedefledigi molekillerin
farkli olmasi ile agiklanabilir. Yapilan calismalarda farkli kanser hicrelerinde miR-96-5p’nin birden
fazla hedefledigi gen oldugu gésterilmistir. Ornegin; prostat ve mesane kanseri hiicrelerinde miR-96-
5p’nin mimik transfeksiyonu sonrasinda FOXO1 geninin ifade seviyesinin azaldigi ve bu genin direk
hedefi oldugu goésterilmistir. Ayrica bu galismada artmis miR-96-5p ifade seviyesi prostat ve mesane
kanseri hiicrelerinde apoptozun baskilanmasina neden oldugu gosterilmistir®. Bunun yani sira, meme
kanseri hicrelerinde miR-96-5p’nin MTSS1 genini baskilayarak metastazi arttigi gosterilmistir®.
Hepatoselliler kanser hicrelerinde ise onkojenik fonksiyon gosteren miR-96-5p CASP9'l
hedefleyerek apoptozda etkili olabilmektedirS. Klgik hticreli olmayan akciger kanseri hicrelerinde
miR-96-5p’nin SMAD9’u baskilayarak cisplatinle uyariimis apoptozu azalttiyi ve cisplatin direngliligini
arttirdig1 gosterilmistir'®. Ancak kanserde miR-96-5p’nin AIFM3 genini hedefledigini gésteren herhangi
bir ¢alisma mevcut degildir. Bizim ¢alismamizda online veri tabanlarinda AIFM3 genini
hedefleyebilecek potansiyel miRNA’lar arasinda miR-96-5p’nin en iyi uyusum goésteren miRNA oldugu
bulunmustur. Bununla beraber meme, akciger ve osteosarkom kanser hicrelerinde mimik
transfeksiyonu yapilarak AIFM3 geninin ifade degisimleri gosteriimistir. Meme ve akciger kanser
hiicrelerinde miR-96-5p’nin mimik transfeksiyonu sonrasinda AIFM3 geninin ifade seviyesinin anlamli
bir sekilde azaldigi, ancak osteosarkom hiicrelerinde herhangi bir degisim olmadigi gosterilmistir.
Farkli kanser tirlerindeki bu farkli sonuglar miR-96-5p’nin onkojenik veya timoér baskilayici roller

oynayabilecegini ve bunu da farkli genleri hedefleyerek yapabilecedi kanitini desteklemektedir.

MiR-96-5p’nin bazi kanser hiicrelerinde apoptozu arttirdigi bazilarinda ise baskiladigi gosterilmistir.
Bu durum miR-96-5p’'nin ¢ift yonli fonksiyonu olmasindan kaynaklanmaktadir. Osteosarkom
hicrelerinde miR-96-5p’nin  ifade dlzeyinin arttinimasi sonucunda apoptozun arttiyi, hicre
¢ogalmasinin, migrasyonun ve invazyonun azaldigi bulunmustur™. Bunun aksine, meme kanserinde
miR-96-5p’nin ifade dizeyinin arttirlmasi apoptozun baskilanmasi ile sonuglanmigtir’®. Bizim
calismamizda da bu bulgulari destekler bicimde miR-96-5p’nin ifade dizeyinin arttirimasi sonucu
meme ve akciger kanseri hicrelerinde apoptotik sinyalin baskilandigi bulunmustur. Bu hicrelerde
miR-96-5p mimik transfeksiyonu sonrasinda anti-apoptotik BCL2 ve BCLxL genlerinin ifade duzeyleri
ciddi oranda artis goOstermistir. Ancak, U2-OS hicrelerinde miR-96-5p mimik transfeksiyonu

sonrasinda AIFM3 ve apoptoz ile iligkili diger genlerin ifade seviyelerinde bir degisim olmamistir.
Sonug

Sonug olarak, yaptigimiz bu ¢alismada, miR-96-5p’nin meme ve akciger hiicrelerinde, AIFM3 genini
hedefleyerek apoptozu baskilayabilecegi gosterilmistir. Elde edilen bu bulgularin desteklenmesi, miR-
96-5p ve AIFM3 ile arasindaki direkt iligkinin belirlenmesi icin daha kapsaml ¢alismalara ihtiyag vardir.
Ayrica miR-96-5p’nin AIFM3 araciligi ile apoptozu baskiladigini kapsamli bir sekilde gosterebilmek igin
miR-96-5p mimigi transfekte edilmis hicrelerin apoptotik hicre popllasyonlari Flow sitometri yontemi

ile belirlenmelidir.
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Cikar Gatigmasi Beyani: Yazarlar ¢ikar catismasi olmadigini bildirmiglerdir.

Finansal Destek: Bu ¢alisma herhangi bir fon tarafindan desteklenmemistir.
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