Ozgiin Arastirmalar (Original Research)

Metastatik Akciger Kanserli Hastalarin Periferik

Kaninda Yeni Aday Biyomarker: Yiiksek
DICERI1 Ekspresyon Diizeyi

Mukaddes A. SARAL', Nurcan CIRAK? Gizde K. TURKCAN?,
Demet A. ODEMIS®, Seref Bugra TUNCER®, Seda K. ERCIYAS®,
Ozge S. ERDOGAN’, Makbule TAMBAS®, Hiilya YAZICI

(0Y4

Amag: Akciger kanseri, diinyada kansere bagli insidans ve mortalite
acisindan birinci sirada yer almaktadir. Kanserin multifaktoriyel bir hastalik
olmas1 nedeniyle kanserle iligkili mekanizmalarin aydinlatilmaya ¢alisilmasi
oldukca 6nem tagimaktadir. Kanserle yakindanilgili olan miRN A aktivitesinin
cesitli mekanizmalarla bozuldugu bilinmektedir. Bu mekanizmalardan biri
de miRNA islenmesi sirasinda meydana gelen molekiiler degisikliklerdir.
DICERI1, microRNA biyogenezinde dnemli bir yere sahiptir. Calismamizda,
akciger kanserli hastalarin periferik kan lenfositlerinde DICERI gen ifade
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diizeyinin saglikli kisilerle karsilastirilarak metastatik akciger kanseri
gelisimindeki etkisinin arastirilmasi amaglanmastir.

Materyal ve Metot: Calisma grubu yeni tan1 almis ve daha 6nce hig
tedavi géormemis 47 akciger kanserli hasta ile 45 saglikli kiginin periferik
kan orneklerinden olusturuldu. Arastirilan DICERI hedef geni, HPRTI
referans geni ile es zamanli olarak Gerg¢ek-Zamanli PCR yontemiyle
incelendi. Akciger kanser hastalarina ait gen ekspresyon diizeyi ile
saglikl kisilerden olusan kontrol grubu DICER] gen ekspresyon sonuglari
karsilastirildi. Sonuglar 2-24°T metodu kullanilarak degerlendirildi.

Sonuglar: Akciger kanser hastalarinin periferik kan lenfositlerinde
DICERI gen ifade diizeyinin (2-4*") kontrol grubuna gore 1,756 kat arttig1,
bu artmis ekspresyon diizeyinin istatistiksel acidan anlamli (p< 0,05)
oldugu goriildii.

Tartisma: Metastatik akciger kanserli hastalarin  periferik  kan
lenfositlerinde yapilan calismamizdan ¢ikan sonuglar literatiirde tiimor
dokusunda yapilan ¢alisma ile korelasyon gostermektedir. Bu baglamda
periferik kan lenfositlerindeki DICERI ekspresyon diizeyinin, metastatik
akciger hastalarinin tiimor dokusundaki DICERI gen ekspresyon diizeyi
hakkinda bilgi verecegini ve dokusuna ulasilamayan hastalar i¢in 1yi bir
uygulama olacagini diisiindiirmektedir. Ayrica ¢alisma literatiirde akciger
kanserli hastalarin periferik kan orneklerinde DICERI ekspresyonunun
arastirildigt ilk ¢alisma niteligi tagimaktadir.

Anahtar Kelimeler: Akciger kanseri, DICER 1, Metastaz, Gen ekspresyonu
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A New Candidate Biomarker in Peripheral Blood of Patients with
Metastatic Lung Cancer: High DICER1 Expression Level

ABSTRACT

Objective: Lung cancer is in the first place in the world in terms of cancer-
related incidence and mortality. Since cancer is a multifactorial disease, it is
very important to try to illuminate the mechanisms associated with cancer.
It is known that miRNA activity, which is closely related to carcinogenesis,
is impaired with various mechanisms. One of these mechanisms is the
molecular changes that occur during miRNA process. DICERI1 has an
important function in microRNA biogenesis. In our study, it was aimed to
investigate the effect of DICERI gene expression level on metastatic lung
cancer development.

Material and Method: The study groups consist of peripheral blood
samples of 47 patients with metastatic lung cancer who had recently
been diagnosed but had never been treated and 45 healthy people. The
investigated DICER] target gene was examined simultaneously with the
HPRT]I reference gene by using the Real-Time PCR method. The results of
DICERI gene expression levels of patients and those of healthy individuals
were compared. The results were evaluated by using the 24T method.

Results: The expression level of DICERI gene in the peripheral blood
lymphocytes of patients with metastatic lung cancer was increased by
1.756 (2-24%") fold compared to the healthy control group and the increased
expression level was statistically significant, p <0.05.

Discussion and Conclusion: The results of our study were found correlated
with the results of the study on tumor tissue of lung cancer in the literature.
In this context, it is suggested that DICERI expression in the peripheral
blood lymphocytes will provide information about the level of DICERI
expression in tumor tissue of metastatic lung patients whose tissues
cannot be reached. In addition, the study is the first to investigate DICER]
expression in the peripheral blood samples of lung cancer patients.

Keywords: Lung cancer, DICERI, Metastasis, Gene expression
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Giris

Akciger kanseri, diinya genelinde en yaygin goriilen ve kansere bagl
oliimlerin baginda gelen kanser ¢esididir. Globocan 2018 kanser istatistigi
verileri; diinya capinda her iki cinsiyette de toplam 18,1 milyon yeni
kanser vakasi arasinda en sik goriilen kanser tiirii olarak %11.6 (2,1
milyon) ve toplam kanser 6liimlerinin 6nde gelen nedeni olarak %18.4’1ik
oranla (1,8 milyon kisi) akciger kanserini gostermektedir. Erken teshis ve
standart tedavideki gelismelere ragmen, cogu hasta metastatik veya ileri
bir agsamada teshis edilmekte ve kotii prognoz gostermektedir. Bu nedenle
genel olarak akciger kanserinin 5 yillik sagkalim orani yaklasik %15
diizeyinde seyretmektedir (Cagle, Allen, & Olsen, 2013).

Akciger kanserinin histopatolojik olarak dogru siniflandirilmasi uygun
tedavinin baglatilmasi i¢in ¢ok kritiktir. Son yillarda genetik yonden EGFR,
EML4-ALK, KRAS, ROSI, BRAF gen analizleri gibi molekiiler diizeyde
gergeklestirilen incelemeler de histolopatolojik siniflamaya yardim
etmektedir. Ayrica timor hiicrelerinin genetik yapisini ortaya ¢ikaran bu
molekiiler testler, kisisellestirilmis hedefe yonelik tedavi segeneklerini
de ortaya koymaktadir (Chatziandreou et al., 2015; Cheng et al., 2012;
Villalobos & Wistuba, 2017). Histolojik olarak akciger kanserlerinin ¢ok
biiylik bir kism1 epitelyal kokenlidir ve kiigiik hiicreli akciger kanseri
(KHAK) ve kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri (KHDAK) olarak iki
ana alt tipe ayrilmaktadir. KHDAK ’leri akciger kanserlerinin %80-85’ini
olusturmakta olup adenokarsinom (%50-60), skuamdéz hiicreli karsinom
(%30-35) ve biiyiik hiicreli karsinom (%10-15) olmak {izere 3 temel alt
tipte siniflandirilmaktadir (Cagle et al., 2013).

Sigara i¢cmek, akciger kanserli hastalarin %85°1 igin en yaygin etiyolojik
faktordiir. Bununla birlikte hi¢ sigara igmeyenlerde teshis edilen akciger
kanseri vakalarinin sayisi da son zamanlarda artig gdstermektedir. Genel
popiilasyonda sigara i¢gme aligkanliklarinda bir azalma egilimi goriilse
de, gelecekte akciger kanserinin dnemli bir saglik sorunu olarak devam
edecegi asikardir (Ramalingam, Owonikoko, & Khuri, 2011; Wakelee
et al., 2007). Diger taraftan diisiik veya orta gelirli iilkelerde sigara igme
oraninin daha yiiksek olmasi nedeniyle akciger kanserine bagli 6liimlerinin
%50’sinden fazlasinin daha az gelismis olan bu iilkelerde meydana
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gelecegi tahmin edilmektedir (Torre, Siegel, & Jemal, 2016). Akciger
kanserinin olusumunda etkili olan diger epidemiyolojik faktorler arasinda
yas, cinsiyet, etnik ve cografik faktorler, sosyoekonomik durum, diyet,
obezite, radyasyon ve hava kirliligi gibi ¢evresel maruziyetler, asbestos
gibi mesleki maruziyetler, Human Immunodeficiency Virus (HIV), Human
Papilloma Viriisii (HPV) gibi viral enfeksiyonlar, KOAH, astim, bronsit,
amfizem, pnomoni gibi daha dnce gecirilmis akciger hastaliklari, genetik
yatkinlik yer almaktadir (Alberg, Ford, Samet, & American College of
Chest, 2007; Bade & Dela Cruz, 2020; Malhotra, Malvezzi, Negri, La
Vecchia, & Boffetta, 2016).

Insanlarda DICERI geni, 14q32.13 kromozomu iizerinde 27 ekzondan
olusan, 1922 amino asit igeren bir molekiildiir. DICER1, mikroRNA’larin
(miRNA) olgunlasmasindan sorumlu olan tip III sitoplazmik
endoriboniikleazdir. Ayrica RNA interferens mekanizmalarindaki gesitli
etkilesimler icin bir yap1 (scaffold) gorevi gormektedir. DICER1 geninde
olusan hasarlar, embriyogenez, farklilasma ve homeostazdan kansere kadar
farkli birgok olayda fonksiyonel bozukluklar ile sonuglanir (Foulkes, Priest,
& Duchaine, 2014). DICER ve mikroRNA iligkisi en iyi miRNA’larin
olusum mekanizmasi tlizerinden agiklanabilir. Buna gére miRNA’lar DNA
molekiiliinden oOncelikle pri-miRNA olarak olusurlar. Ardindan c¢esitli
enzimlerin yardimi ile islenerek kisa sap ve ilmik yapisindan olusan pre-
miRNA’ya doniistiiriiliirler. En son pre-miRNA, RNase III Dicer enzimi
tarafindan yaklagsik 22 niikleotidlik ¢ift zincirli miRNA’ya doniistiiriiliir.
miRNA dubleksinden sadece bir zincir RISC kompleksine (RNA-
indiiklenmis susturma kompleks/RNA-induced silencing complex) dahil
olur. RISC kompleksinin i¢inde yer alan bir RNAz olan Argonaute’un
etkisiyle bu iki iplikten daha kararli olan1 segilerek komplekse dahil edilir.
Bu iplik kilavuz iplik olarak adlandirilir. Tek zincirli miRNA’y1 iceren aktif
haldeki RISC baz ¢iftlesme 6zelligi ile mRNA’ya baglanarak, ya Argonaute
proteinleri yardimiyla mRNA’nin yikimina ya da protein translasyonunun
baskilanmasina neden olur. DICER1 aynmi zamanda RISC kompleksi
olusumunu baslatir. Bu kompleks miRNA ifadesi ve RNA interferans
aracilt olusturulan gen susturulmasindan sorumludur. Ek olarak olgun
miRNA hedef genlerinin gen ifadesinde de diizenleyici rol oynamaktadir
(Iwakawa & Tomari, 2015; Macfarlane & Murphy, 2010). Bir¢cok ¢alismada
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miRNA’larda gosterilen genomik degisikliklerin kanserle iligkili oldugu
gosterilmigtir (Lee et al., 2019; Rupaimoole & Slack, 2017; Zhang et
al., 2006). miRNA’lar, gelisme ve farklilasmadaki temel rolleri, timor
olusumunun altinda yatan biyolojik mekanizmalarla iligkileri, stabilitesi
ve kolay tespiti nedeniyle, doku ve kan bazli likit biyopsi niteligi tagiyan
kanser biyobelirtecleri smifin1 temsil etmektedirler (Boeri, Pastorino,
& Sozzi, 2012). miRNA’larin kansere nasil katkida bulundugu daha iyi
anlasildikca, bu kii¢iik molekiillerin timorlerin siniflandirilmasinda, erken
tan1 ve tedavinin takibinde biyobelirtegler olarak ve kisisellestirilmis-
hedefe yonelik potansiyel terapotik uygulamalar icin benzersiz hedefler
olarak kullanilma olasiliklar1 da git gide artacaktir (Erson & Petty, 2009).
Ozellikle akciger kanseri ile ilgili arastirmalarda yapilan ¢alismalarda
balgamda, plazmada, serumda veya tam kanda bulunan miRNA’lar son
10 yilda kanserlerin erken tespiti i¢in non-invaziv biyobelirtegler olarak
giderek daha fazla ilgi odagi olmustur (Del Vescovo & Denti, 2015).
Ayrica miRNA biyogenezinde rol alan DICER1, DROSHA, DGCRS,ve
AGO2 gibi molekiillerde goriilen diizensizliklerin de karsinogenez, kanser
kemosensitivitesi, anjiyogenez, metastaz, proliferasyon ve migrasyon ve
kanserli hastalarin prognozu ile iliskili oldugu gosterilmistir (Chen et al.,
2017; Gurtner, Falcone, Garibaldi, & Piaggio, 2016; Lee et al., 2019; To
et al., 2017).

Aslinda bir¢ok kanserde ayni anda ¢ok sayida genin ekspresyon diizeyinin
degistigi ve bu degisikliklerde miRNA’larin etkisinin ¢ok fazla oldugu,
bu nedenle akciger kanseri gibi dokuya ulasilmasinin zor oldugu
durumlarda likit biyopsi ya da periferik kandaki biyolojik markerlarin
hastaligin tanisindan tedavisine hatta kemoterdpatik ajanin se¢imine
kadar bir¢ok asamada ¢ok onemli oldugu, akciger kanserini takibinde ve
tanisinin koyulmasinda bu tiir biyolojik molekiillere ihtiya¢ duyuldugu
bilinmektedir. Calismamizda akciger kanserli hastalarin periferik kan
orneklerinde, miRNA’larin biyogenezinden sorumlu olan DICERI
geninin ekpresyonundaki degisikliklerin tanisal ve prognostik degerinin
arastirilmasi ve non-invazif bir biyomarker niteligi tasiyip tasimadigi
degerlendirilmistir.
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Materyal ve Metot

Calisma, “07.02.2012 tarihli ve 04 sayili Etik Kurul toplantisinda” etik
yondenuygun goriilmiis ve Istanbul Universitesi, Onkoloji Enstitiisii, Temel
Onkoloji Anabilim Dali, Kanser Genetigi Arastirma Laboratuvari’nda
gerceklestirilmistir. Calisma grubu 2012-2013 yillar1 arasinda Istanbul
Universitesi, Onkoloji Enstitiisii, Klinik Onkoloji Anabilim Dali’na
basvuran yeni tant almig ve daha once hi¢ kanser tedavisi gormemis
47 metastatik akciger kanserli hastanin periferik kan Orneklerinden
olusturuldu. Kontrol grubu olarak 45 saglikli kisinin periferik kan drnekleri
kullanildi. Etik kurul onay1 sonrasi, kan ve numune alim islemlerinden
once hastalara ve kontrol grubu olarak kullanilacak saglikli goniilliilere
bilgilendirilmis onay formu imzalatilmistir. Hasta gruplarinin cinsiyete
gore yas ortalamasi kadin hastalarda 57 (+ 3,7) ve erkek hastalarda 59 (+
5)’dur. Saglikli kontrol grubunun yas ortalamasi ise kadinlarda 58 (+ 4,2);
erkeklerde 56 (£ 6,9) seklindedir. Hasta grubuna ait 6zellikler Tablo 1°de
gosterilmektedir.

Calismada hasta ve saglikli kontrol grubundan alinan 10 mL kan
orneklerinden ilk dnce lenfositler ayristirildi. Ayristirilan lenfositlerden
total RNA izole edildi. Bu RNA orneklerinden Ters Transkriptaz
yontemiyle cDNA sentezi gergeklestirildi. Arastirilan DICER1 hedef geni,
HPRTI referans geni ile es zamanli olarak Real Time PCR yontemiyle
cogaltildi. Cogalan gen {iriinlerinin tespit edilebilmesi icin SYBR-Green
floresan boyasi1 kullanildi. Son olarak hastalara ait gen ifade diizeyi
sonuglari ile saglikli kisilerin sonuglar1 karsilastirildi. Sonuglar 2-44¢T
metodu kullanilarak degerlendirildi.

Periferik Kandan Lenfosit Ekstraksiyonu

Calisma grubundan EDTA’l1 tiipe alinan 10’ar mL kan 6rnekleri 2 mL Ficoll
iizerine yiiklendi ve 1910 RPM’de 30 dk. santrifiij edildi. Santriftijleme
sonucunda orta fazinda toplanan lenfositler pastor pipet yardimiyla temiz
bir tiipte toplandi. 1910 RPM’de tekrar 10 dk. santrifiij edildi. Siipernatant
uzaklastirilarak pellet iizerine PBS eklenerek ¢oziildii. Coziilmiis pellet
kriyo tiliplere aktarildi. Kriyo tiipler 1910 RPM’de 4 dk. santrifiij edildi.
Stipernatant dokiildi. Elde edilen hiicreler -80°C derin dondurucuda RNA
ekstraksiyonu agsamasina kadar saklandu.
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Lenfositten RNA Ekstraksiyonu

Lenfosit pelleti iizerine 1 mL Trizol (Tripure Isolation Agent) eklendi. Oda
sicakliginda 5 dk inkiibe edildi. 200 pL kloroform eklendi ve vortekslendi.
Oda 1sisinda 2-15 dk inkiibe edildi. +4°C’de 12,000 g’de 15 dk santrifiij
yapildi. Ustteki seffaf faz yeni bir 1,5 mL’lik polipropilen santrifiij tiipiine
alindi, 500 pL izopropanol eklendi ve karistirildi. Oda sicakliginda 5-10
dk inkiibe edildi. +4°C’de 12,000 g’de 10 dk santrifiij yapildi. Tiplere 1’er
mL %75°1ik etanol eklendi, 3 saniye vortekslendi. +4°C’de 7500g’de 5 dk
santrifiij yapild1 ve sivi faz uzaklastirildi. RNA’dan alkolii uzaklastirmak
icin, numuneler 10 dakika oda sicakliginda bekletildi. Pellet 25 pLL RNaz-
free su ile ¢oziildii ve 56°C’de 10-15 dk inkiibe edildi. Ekstrakte edilen
RNA’lar -80°C’ye porsiyonlanarak (aliqout) kaldirildi.

RNA Kalite Kontrolii ve cDNA Sentezi

Izole edilen RNA o&rneklerinin saflik &lgiimleri NanoDrop 2000
Spektrofotometre [THERMO SCIENTIFIC] cihazi kullanilarak yapildi.
Elde edilen RNA’nin safligi ve konsantrasyonu A260/A280 nm dalga
boylarindaki 6lgiilen absorbans degerlerine gore belirlendi. Absorbans
degeri 1.6-2.0 OD araliginda olan RNA’lar saf/uygun RNA Ornekleri
olarak bir sonraki asama i¢in isleme alindi.

Real Time PCR reaksiyonu i¢in Ters Transkriptaz enzimi kullanilarak
RNA’dan ¢cDNA sentezlendi. Bu asamada Fermentas RevertAid™ First
Strand cDNA Synthesis Kit [THERMO] protokolii uygulandi.

Ger¢ek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR) ve Gen
Ifadelerinin Degerlendirilmesi

Calismada arastirdigimiz genlerin anlatim diizeyleri LightCycler 48011’ de
(Roche, Mannheim, Germany) Real Time PCR kullanilarak analiz edildi.
Reaksiyon sirasinda ¢ogalan gen iriinlerinin saptanabilmesi i¢in SYBR
Green floresan boyas1 kullanildi. Gruplarin periferik kan 6rneklerinden
elde edilen cDNA ornekleri hedef ve referans genlerine ait primerler
kullanilarak yapilan gergek-zamanli PCR islemine tabi tutuldu ve
hasta gruplar ile saglikli kontroller arasinda var olan gen ifade diizeyi
degisiklikleri tespit edildi. Orneklere ait gen ifade diizeylerini gdsteren
gercek-zamanli PCR grafikleri Sekil 1°de gosterilmektedir.
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Sekil 1: Akciger kanserli hastalarin periferik kan 6rneklerine ait DICER1
' ve HPRT1 referans geninin RT-PCR egrileri '

Hasta grubuna ait DICERI gen ifadesinin kontrol grubuna goére ne kadar
oranda artt181 ya da azaldig1t HPRT gen ifadesi referans alinarak belirlendi.
Gen ekspresyon diizeyinin hesaplandig: formiil asagidaki gibidir:

AC = C, (hedef gen) — C_ (referans gen)
AAC = AC, (hasta) - AC_ (saglikli kontrol)_,

2—AACT — 2— [(Ct hedef —Ct ref)hasta — (Ct hedef —Ct ref)kontrol]

Istatistiksel Analiz

SPSS v16.0 programi ile yapilan istatistiksel analizlere gore; arastirma
kapsaminda incelenen gruplar arasindaki dagilimin normallik varsayimi
Kolmogorov-Smirnov testi ile belirlendi. Kolmogorov-Smirnov testinde Z
degeri p>0,05 biiyiik oldugu i¢in (Kolmogorov-Smirnov Z=1,483; p>0,05),
gruplarin normal dagilim gosterdikleri ve verilerin ¢oziimlenmesinde
ANOVA testinin kullanilmasimnin uygun oldugu goriildii. ANOVA testi ile
yapilan degerlendirmeye gore hasta ve kontrol gruplari arasindaki 244
degerleri kullanilarak yapilan analizlerde artmig DICER] ifade diizeyinin,
hasta gruplarinda saglikli kontrollere gore istatistiksel agidan anlamli (p<
0,05) oldugu goriildii.

Sonug¢

Calisma grubumuzdaki akciger kanser hastalarinin tamami tani aninda
metastatik hastaligi olan Evre IV hastalardan olusmaktadir. Bu hastalarin
%92,5’1 tam1 aninda kemik metastazina sahipken 9%7,5°’1 ise beyin
metastazina sahiptir. Hastalarin %92,5’1t KHDAK histolojisi, %7,5°1 ise
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KHAK histolojisi tagimaktadir. Akciger kanser hastalarinin %88,7’sinin
10 yildan fazla sigara kullanma O&ykiisii bulunurken, sadece %11,3
gibi ¢ok az bir boliimiinde sigara kullanma Oykiisii bulunmamaktadir.
Hastalarin 3 kusak geriye gidilerek yapilan ailedeki kanser Oykiilerinin
sorgulanmasindan elde edilen bilgilere gore hasta alt gruplarinda bir
ozellik saptanmadigi goriilmiistiir. Hastalar arasinda alkol kullanan ve
kullanmayanlarin dagiliminin ise birbirine ¢ok yakin oldugu izlenmistir.

Akciger kanserli hasta grubu; yas, cinsiyet ve etnik olarak bire bir
eslestirilmig saglikli kontrollerle karsilagtirildiginda, DICERI gen ifade
diizeyinin, 1,756 (24 =0,57) kat artt1ig1 saptanmus (Sekil 2) ve bu artisin
istatistiksel olarak anlamli oldugu goriilmiistiir (p< 0,05). Ayrica DICER]
geninin artan ifade diizeyi ile hastalarin sigara ve alkol kullanma hikayesi
kargilastirilmig ve istatistiksel bir anlamlilik bulunamamistir (p>0,05).
Calismada kullanilan vakalarin demografik o6zellikleri Tablo 1°de
verilmigtir.

Tablo 1: Akciger Kanser Hastalarmin Demografik ve Klinik Ozellikleri

Ozellikler Hasta N=47 (100%)
Alt gruplar Kenﬁk metastazli 42 (92.5%)

Beyin metastazli 5(7.5%)
Cinsiyet Er;ell; 389 ((IS;’Z;)
Hasta Yas Ort. (SD) Eralfel 1r(1 2; Ei 2;7)
Saglikli Yas Ort. (SD) gflilf 22 Ei 23
Alolbikiyest S g

KHDAK: Kii¢iik hiicreli dis1 akciger kanseri; KHAK: Kiiciik hiicreli

akciger kanseri
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Sekil 2: Akciger Kanserli Hasta Grubu ile Kontrol Grubunun Gen Ifade
Diizeyleri

2-AACT/ekspresyon diizeyleri

Artis dy/
1,8

1,6
1,4
1,2 |
1 i

0,8 \ 2-AACT/ekspresyon
' dizeyleri

0,6
0,4
0,2

0

kontrol hasta

Tartisma

Kanserinkarmasik ve heterojen bir hastalik olmasisebebiile karsinogenezde
ayn1 anda ¢ok sayida genin ekspresyon diizeyinin degistigi ve bu
degisikliklerde miRNA’larin etkisinin olduk¢a fazla oldugu bilinmektedir.
Kanserde miRNA aktivitesi ¢esitli mekanizmalarla bozulmaktadir. Bu
mekanizmalardan biri de miRNA islenmesi sirasinda meydana gelen
molekiiler degisikliklerdir. DICER1, microRNA biyogenezinde 6nemli bir
yere sahiptir (Macfarlane & Murphy, 2010). Calismamizda, akciger kanserli
hastalarda DICERI gen ifade diizeyinde meydana gelen degisiklikler
arastirilarak olgun miRNA olusmasini engelleyen mekanizmalardan birinin
incelenmesi ve kanser gelisimine etkisinin gosterilmesi amaclanmuistir.
Ayrica akciger kanserinde tarama yontemlerinin radyasyon maruziyeti
yaratmasi veya invaziv doku biyopsileri gibi zorlu prosediirleri igermesi
sebebi ile kanseri tespit etmek i¢in daha az maliyetli ve daha kolay tani
koydurabilecek biyolojik molekiillere ihtiyag¢ vardir. Calismamizda akciger
kanserli hastalarin periferik kan 6rneklerinde, miRNA’larin biyogenezinden
sorumlu olan DICER] geninin ekpresyonundaki degisikliklerin tanisal ve
prognostik degeri ile non-invazif bir biyomarker niteligi tasiyip tasimadigi
arastirilmistir.
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DICERI’in mRNA ekspresyonunun Onemli bir modiilatorii olarak
tanimlanmasinin ardindan, bir¢ok ¢calismada, DICER1 ve diger miRNA’y1
isleyen aile {iyelerinin ekspresyonundaki varyasyonun kanser insidansi ve
sonucu iizerindeki etkisi arastirilmistir (Foulkes et al., 2014). Genel olarak
daha diisiik seviyelerde tespit edilen DICER1 ve DROSHA’nin akciger,
meme, cilt, endometriyal ve yumurtalik kanserinde kotii prognozla
iligkili oldugu gosterilmistir (Foulkes et al., 2014; Karube et al., 2005;
Pampalakis, Diamandis, Katsaros, & Sotiropoulou, 2010). Tersine,
metastatik prostat kanserinde DICERI’in asir1 ekspresyonu bildirilmistir
(Chiosea et al., 2006). Bagka bir ¢alismada da oral kanser hiicrelerinde
gosterilen DICER]I asir1 ekspresyonunun, hiicre proliferasyonuna neden
oldugu bildirilmistir (Jakymiw et al., 2010). Cesitli kanserlerde DICERI’in
ifade diizeylerinin artmas1 veya azalmasi ile ilgili tutarsizliklarin teknik
farklilik ve zorluklara, doku 6zgiilliigiine veya baska bir biyolojik siirece
bagl olup olmadig1 acik degildir. Ote yandan akciger kanserli hastalarin
parafine fikse edilmis doku orneklerinden elde edilen histopatolojik alt
tiplerinde karsilastirmali olarak DICERI ekspresyon seviyesine bakilmig
ve yassi hiicreli karsinomlarda, invaziv adenokarsinomlara gore DICER1
ifade diizeyinin daha yiiksek oldugu tespit edilmistir (Chiosea et al.,
2007). KHDAK hiicre hatt1 ve parafine fikse edilmis doku 6rneklerinde
yapilan bir baska ¢alismada ises DROSHA, DICER ve AGO2’nin KHDAK
gelisimindeki rolii RT-PCR ve Immiinohistokimyasal ydntemlerle
incelenmistir. DICERI ekspresyonunun evre II’de evre I tiimdrlere
gore, evre III’te ise evre II ve evre I tiimdrlere gore anlamli olarak daha
yiiksek oldugu saptanmis ve DICERI’in tiimoriin ileri evresi ile iligkili
oldugu gosterilmistir (Prodromaki et al., 2015). Calismamizda DICERI
ekspresyon diizeyi saglikli kontrollere gore metastatik akciger kanserli
hastalarin periferik kaninda 1,756 kat oraninda artis gostermis ve bu artigin
istatistiksel olarak anlamli oldugu saptanmistir (p< 0,05). DICER1’in
miRNA biyogenezindeki birgok fonksiyonunun bilinmesi nedeniyle
calismamizda akciger kanserli hastalarda gosterilen bu gen ifadesindeki
artisin, timoriin - olusumuna ve ilerlemesine yardimer oldugunu
diistindiirmektedir. Metastatik akciger kanser hastalarinin periferik kan
lenfositlerinde yapilan ¢alismamizdan ¢ikan sonuglar literatiirde tiimor
dokusunda yapilan ¢alisma ile korelasyon gostermektedir. Bu baglamda
periferik kan lenfositlerindeki DICERI ekspresyon diizeyinin, metastatik
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akciger hastalarinin tiimor dokusundaki DICERI gen ekspresyon diizeyi
hakkinda bilgi verecegini ve dokusuna ulasilamayan hastalar i¢in 1yi bir
uygulama olacagini diisiindiirmektedir. Ayrica ¢aligma literatiirde akciger
kanserli hastalarin periferik kan orneklerinde DICERI ekspresyonunun
arastirildigt ilk ¢alisma niteligi tagimaktadir.

Calismamizin zayif yonii olarak, hasta sayisinin az olmasi nedeni
ile histopatolojik alt tiplere, cinsiyete ve metastatik alt gruplara gore
karsilagtirmalarin ayr1 ayr1 yapilmasi, ayni hastalarm tiimor dokusunda
da DICERI gen ekspresyonunun incelenmesi miimkiin olmamuistir.
Ancak genel olarak metastatik hastaliga sahip akciger kanserli hastalar
ile saglikli kontroller arasinda ¢ikan anlamli fark bu molekiiliin hastaligin
progresyonunda olduk¢a 6nemli oldugunu 6n bir bilgi olarak vermistir.
Gelecekte planlanacak calismalarda bu eksikliklerin giderilerek kan
dolasimda tespit edilebilen bir biyobelirte¢ olarak DICER! geninin tanisal
giicii hastaligin diyagnoz ve prognozundaki etkisi, daha iyi anlagilmis
olacaktir.
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