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OZET

Caliskan Yildirnm E. Antrasiklin bazh kemoterapi alan meme kanseri hastalarinda
kardiyotoksisite belirteci olarak plazma mikroRNA-34a duzeylerinin degerlendirilmesi.
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi I¢c Hastaliklar1 AD, Uzmanhk Tezi, Ankara, 2018.
Meme kanseri tim diinyada kadinlarda en sik gorilen kanserdir. Erken teshis ve etkili tedavi
alanindaki gelismeler meme kanseri tanisi konan hastalarin yasam siirelerinde belirgin bir
uzama saglamisti. Meme kanseri kir oranlarin artmasi ile birlikte bu populasyonda
kardiyovaskiiler hastaliklarda artis saptanmistir. Kardiyovaskuler morbidite ve mortalitenin
meme kanserinden kurtulanlarda yiiksek olmasi, onkologlarin kemoterapilerin uzun donem
yan etkilerine olan ilgisini arttirmistir. Meme kanseri tedavisinin pek ¢cok asamasinda oldukca
stk kullanilan antrasiklinlerin kardiyotoksik etkileri iyi bilinmektedir. Antrasiklin iliskili
kardiyoksisite siklikla tedaviden 10-15 yil sonra ge¢ donemde gorulmektedir.
Antrasiklinlerin kardiyak hasar yapict etkileri iyi bilinmesine ragmen erken donemde bunu
tespit edebilecek bir biyobelirte¢ mevcut degildir. Bu alanda yapilan hayvan modellerinde
bazi mikroRNA’larin kardiyotoksisite belirteci olabilecegi yoniinde sonuclar elde edilmistir.
Bu ¢alismanin amaci da, antrasiklin bazli kemoterapi alan meme kanseri hastalarinda erken
kardiyak hasar ile mikroRNA34a(miR34a) duzeyleri arasinda iliskiyi degerlendirmektir.
Calismaya ilk kez antrasiklin bazli kemoterapi alan 41 meme kanseri hastas1 dahil edilmistir.
Kemoterapi almadan 6nce ve aldiktan sonra hastalarin kardiyak troponin-1, miR34a ve
prekirsori pre-miR34a duzeylerine bakildi ,strain analizini de igeren ekokardiyografik
degerlendirmeleri yapildi. Hastalarin antrasiklin tedavisi sonrasi, tedavi ©Oncesine gore
troponin-I, miR34a ve pre-miR34a duzeylerinde istatiksel olarak anlamli artis olmustur.
Ortalama miR34a ve pre-miR34a artis1 sirasiyla 2.5 ve 2.3 kattir. Hastalarin ekokardiyografik
analizlerinde antrasiklin tedavisi sonrasi global longitudinal strain (GLS) 6l¢cuimlerinde bazale
gore anlamli derecede azalma kaydedilmistir. GLS degisimine goére kardiyak hasar oldugu
tahmin edilen hastalarda miR34a/ pre-mir34a dizeylerinde artis saptanmis fakat bu artis

istatiksel anlamlilik dizeyine ulasmamistir.  Mir34a dizeylerinden ziyade miR34a/



premiR34a diizeylerinin artmas: doksorubisin tedavisi ile miR34a biyogenezi arasinda bir
iliski oldugunu distindirmistiir. Bu c¢alisma miR34a ve prekirsorl pre-miR34a’nin
antrasikline bagl kardiyotoksisite belirteci olarak birlikte degerlendirildigi ilk ¢aligmadir.
Mir34a’nin kardiyotoksisite gelisimindeki rolinin anlasilabilemesi ve bir biyobelirteg

olabilmesi i¢in uzun dénem takipli, daha genis 6lgekli caligmalara ihtiyag vardir.

Anahtar kelimeler: meme kanseri, antrasiklin, kardiyotoksisite, biyomarker, mikroRNA
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ABSTRACT

Caliskan Yildirim E. Assessment of plasma microRNA-34a levels as a cardiotoxicity
biomarker in breast cancer patients receiving anthracycline-based chemotherapy
.Hacettepe University Faculty Of Medicine Department Of Internal Medicine, Thesis Of
Specialization in Medicine, Ankara, 2018. Breast cancer is the most common cancer in
women all over the world. Advances in early diagnosis and effective treatment have resulted
in a significant prolongation of the life expectancy of patients with breast cancer. An increase
in cardiovascular disease was detected in this population with an increase in breast cancer
survivors. The high rate of cardiovascular morbidity and mortality in breast cancer survivors
has increased the interest of oncologists to long-term side effects of chemotherapies.
Anthracyclines, which are frequently used in many stages of breast cancer treatment, have
well known side effects. Anthracycline-induced cardiotoxicity is often seen lately, 10 to 15
years after treatment. Although anthracyclines are well known for their cardiac damaging
effects, there is no biomarker currently available to detect it early on. Some microRNAs have
been found to be cardiotoxicity markers in animal studies. The purpose of this study is to
assess whether plasma levels of microRNA34a(miR34a) can predict cardiotoxicity in breast
cancer patients who will receive anthracycline-based chemotherapy. Forty-one breast cancer
patients who will receive anthracycline-based chemotherapy for the first time are included in
the study. Before and after taking chemotherapy, patients were examined for cardiac troponin-
I, miR34a, and precursor miR34a levels, and echocardiographic strain analyzes were
performed. There was a statistically significant increase in troponin-lI, miR34a and pre-
miR34a levels after treatment with anthracyclines. The mean increase in miR34a and pre-
miR34a was 2.5 and 2.3 fold, respectively. Echocardiographic analysis of patients showed a
significant decrease in global longitudinal strain (GLS) measurements compared to baseline
after anthracycline treatment. An increase in the levels of miR34a / pre-miR34a was detected
in patients who were estimated to have cardiac damage according to GLS replacement, but
this increase was not statistically significant. The increased levels of miR34a / premiR34a
levels, not miR34a, suggests a relationship between doxorubicin treatment and miR34a
biogenesis. This is the first study in which miR34a and precursor pre-miR34a were evaluated
together as anthracyclin-induced cardiotoxicity markers. Longer-term and larger-scale studies
are needed to understand the role of miR34a in the development of cardiotoxicity and to be a

biomarker.
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1. GIRIS ve AMAC

Meme kanseri insidans1 kadinlar arasinda birinci, genel siralamada ise ikinci sirada yer
almaktadir. TUm yeni kanser vakalarinin %25’ini olusturmaktadir[1]. Son yillarda etkili
tedavi yontemleri ile sag kalim oranlarinin artmasi, tedavilere bagl olusabilecek yan etkilerin
erken taninmasi ve miimkiinse tedavi edilmesi gerekliligini dogurmustur[2]. Meme kanseri
hastalarinda yaygin olarak kullanilan antrasiklin bazli kemoterapi (KT) rejimlerinin en 6nemli
yan etkisi kardiyotoksisitedir. Bu sebeple, gelisebilecek ventrikiiler komplikasyonlari
onlemek icin, doksorubisine sekonder gelisen toksisitenin erken taninmasi 6nem arz
etmektedir[3].

Antrasiklinle iligkili kardiyotoksisite siklikla tedaviden 10-15 yil sonra ge¢ donemde
ortaya ¢ikmakta ve semptomatik hale geldikten sonra genellikle geri doniisiimsiiz olmaktadir.
Asikar kalp yetmezliginin yani sira, asemptomatik kardiyak disfonksiyonunda %18’e varan
oranda bulunmasi antrasiklin ile iligkili kardiyotoksisitenin erken taninmasi oldukca
onemlidir[4]. Fakat hentiz elimizde erken kardiyotoksisiteyi saptayabilecek bir biyobelirte¢
mevcut degildir.

22-26 nukleotidden olusan, kodlanmayan RNA’lar olarak bilinen mikroRNA’lar, pek
cok gen ekspresyonunun diizenlenmesinde rol oynadigi icin 2000’11 yillarin basindan beri
bilim diinyasmin popiiler konularindan biri olmustur[5]. Binlerce insan mikroRNA’sindan
biri olan mikroRNA34a da akut miyokard infarktiisii sonrasi kalp dokusunda upregiile
oldugunun kesfedilmesi iizerine bir ¢ok temel bilim arastirmasina konu olmustur[6]. Hayvan
modellerinde, miR34a’nin doksorubisin maruziyeti sonrast doku ve plazma diizeylerinin
artmasi, hem bir biyobelirteg hem de bir tedavi hedefi olabilecegi yoniindeki diisiinceleri
glclendirdi[7, 8].

Bu proje, plazma miR-34a dlzeyinin erken Kardiyotoksisite belirteci olarak
prekirsori olan pre-miR34a ve strain analizleri ile birlikte degerlendirilecegi ilk insan
calismas1 olma 6zelligi tasimaktadir. Calisma kapsamina, meme kanseri tanis1 almis ilk kez
antrasiklin bazli KT alacak olan hastalar dahil edilecektir. Bu hastalarin KT Oncesinde ve
sonrasinda plazma miR-34a, pre-mirR34a, troponin-1 dizeyleri ve myokardiyal strain

analizleri iceren ekokardiyografi bulgular1 kaydedilecektir.



Bu calismada, antrasiklin iceren KT oncesi ve sonrast miR-34a ve pre-miR34a
dizeyleri ile troponin-1 ve myokardiyal strain ekokardiyografi bulgular1 arasinda korelasyon

olup olmadiginin gdsterilmesi hedeflenmektedir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1.Meme Kanseri Epidemiyolojisi

Meme kanseri, kolon ve akciger kanseri ile birlikte tiim diinyada en yaygin goriilen {i¢
kanserden biridir ve kadinlarda en sik goriilen malignitedir. Her 8 kadindan birinin hayati
siiresince meme kanseri olacag1 dngoriilmektedir. 2012°de yaklasik 1,7 milyon kadinin meme
kanseri tanis1 aldigr ve 500.000 kadinin bu sebeple 6ldiigii kaydedilmistir. Meme kanserine
bagli mortalite, erken teshis ve etkili sistemik tedaviler sayesinde giderek azalmaktadir. [1, 9]
Ozellikle erken evre meme kanseri hastalarinin sag kalim oranlar1 oldukga yiiksektir; bes
yillik sag kalim %89, 10 yillik sag kalim %83 ve 15 yillik sag kalim %78'dir. [10]

Ulkemizde kanser tanisi konulan her 4 kadindan 1°i meme kanseridir. Meme kanseri
tanis1 alan kadmnlarin %44,5’inin 50-69 yas arasinda oldugu, %40,4’iinin ise 25-49 yas
araligmda yer aldig1 goriilmektedir. Tirkiye Halk Sagligi Kurumunun veritabanina gore,

meme kanseri vakalarinin %11,1°1 evre 4’tiir. [11]

2.2. Meme Kanseri Tedavisinde Antrasiklinlerin Yeri

Meme kanseri hastalarinda yaygin olarak kullanilan kemoterapi rejimlerinin basinda
antrasiklin bazli kemoterapiler gelmektedir[3]. Gunumiizde antrasiklin bazli kemoterapiler,
hem adjuvan ve neoadjuvan tedavi protokollerinde, hem de metastatik meme kanseri

hastalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir.

Erken Meme Kanseri Calisma Grubunun(EBCTCG) 1998 yilinda yayinladig: sistemik
analiz sonucu antrasiklin iceren kemoterapi rejimlerinin, antrasiklin icermeyen protokollere
istlin oldugu gosterilmistir. Antrasiklin iceren rejimlerin, nuks riskini ve mortaliteyi anlaml
olarak azalttigin1 ortaya koyan bu sistemik analizden sonra antrasiklinler , meme kanserinin
adjuvan tedavisinin bel kemigini olusturmaya baslamistir[12, 13]. EBCTCG’nin adjuvan
tedaviler ile iliskili bu ilk raporunda, ila¢ dozlar1 dikkate alinmadig1 ve taksan grubu ilaglarin
gbzden gecirilmedigi bilinmektedir. Bunun iizerine ayni grup 2012’de, 100.000’den fazla

hastay1 i¢eren erken meme kanserinde farkli kemoterapi rejimlerinin uzun donem sonuglarini



mukayese eden bir meta-analiz daha yaymlamis ve antrasiklinlerin etkinligini bir kez daha
kanmitlamistir. Ortalama 10 yillik takipten sonra; antrasiklin bazli kemoterapi(KT) alanlar ile
KT-almayanlar karsilastirildiginda, hastalik rekiirrens riski agisindan %8, meme kanseri
spesifik mortalitede % 6.5 ve genel mortalitede % 5 oraninda mutlak bir azalma oldugu
bildirilmistir. 4 siklus standart doz doksorubisin—siklofosfamid (AC) ile siklofosfamid-
metotreksat—florourasil (CMF) semalarmin benzer etkinlige sahip oldugu gosterilmistir.
Ayrica, bazi bireysel ¢alismalar kiimiilatif antrasiklin doz artig1 ile tedavi aktivitesinde
iyilesme arasinda korelasyon olmadigini iddia etse de, bu meta-analizde yuksek antrasiklin
dozu ile olan AC semasinin belirgin olarak daha iyi sonuglari oldugu ortaya koyulmustur[14-
16]. Taksanlarin, meme kanseri adjuvan tedavisindeki etkinligine dair artan kanitlar ile
birlikte kullanim1 da artmistir. Bu durum, antrasikline bagli toksik etkilerle ilgili endiseleri su
yiiziine ¢ikarmis ve taksanlarin - en azindan bazi hasta gruplarinda - antrasiklin kullaniminin
Oniine gecip gegmeyecegi tartigmasini giindeme getirmistir[17]. ABD Onkoloji Arastirmasi
9735 faz 3 c¢alismasi, evre I-1ll HER2 negatif meme kanseri olan 1016 hasta (zerinde
gerceklestirilmis olup, katillmcilar AC ve TC (dosetaksel- siklofosfamid) kollaria
ayrilmistir. Ortalama 8 yillik takipten sonra, TC tedavisi alan grubun hastaliksiz sag kalim ve
genel sag kalimiin anlamli olarak daha uzun oldugu tespit edilmistir. Bu ¢aliymada az sayida
yiiksek risk tasiyan hastanin olmast ve ¢alismanin antrasiklin igermeyen tedavinin
istiinliigiinii gostermek iizere tasarlanmamis olmasi nedeniyle, ¢aligmanin sonucu sadece
diisiik riskli hastalarda antrasiklin kullanimimi sinirlandirmayr  desteklemektedir[18].
Elimizdeki veriler 1s1ginda, antrasiklin i¢cermeyen rejimler sadece diisiik niiks riski olan
hastalar ve antrasiklin kullaniminin kontraendike oldugu hastalar i¢in diisiiniilmelidir.
Ozellikle HER2 negatif hastalar icin antrasiklin icermeyen rejimlerle ilgili daha fazla kanita
ihtiya¢ bulunmaktadir. Yuksek niiks riskine sahip hastalar igin gunimuzdeki en iyi tedavi

yaklasmmi antrasikline taksan eklenmesi ile olusan rejimlerdir[17].

Lokal ileri ve inoperable meme kanseri tedavisinde neoadjuvan kemoterapi(NAKT)
rejimleri, 30 yildan uzun siiredir uygulanmaktadir. 1978'de doksorubisin ve vinkristin ile
neoadjuvan olarak tedavi edilen 110 inoperable meme kanseri hastasinin degerlendirildigi bir
caligmada, hastalarin %16'sinda tam yanit, % 55'inde kismi yanit elde edildigi gosterilmistir.
Bu ¢alismanin olumlu sonuglari, neoadjuvan KT uygulamalari ile ilgili bir cok calismaya 151k
tutmustur[19]. Genel olarak, antrasiklin ya da taksan iceren rejimlerle olan neoadjuvan tedavi,

birden fazla ¢alismada, meme koruyucu cerrahiye gidebilen kadin sayisinin artmasina neden



olmustur. Calismalar ayni zamanda neoadjuvan tedavinin, Ozellikle taksanlarla birlikte,
kullanilmasmin klinik yanit ile birlikte patolojik tam yamit (pCR) da olusturabilecegini
gostermistir[13, 20]. Ulusal Cerrahi Adjuvan Meme Projesi(NSABP B-27 )calismasinda,
neoadjuvan 4 siklus AC KT’si sonrasi dosetaksel ile tedaviye devam eden grupta patolojik
tam yanit (pCR) oranlar1%26.1 iken yalniz AC igin bu oran % 13.7 tespit edilmis ve meme

koruyucu operasyon oranlarinin arttigi gosterilmistir[21].

1970'lerde antrasiklinlerin kullanilmaya baslanmasi ile ilerlemis meme kanseri
tedavisinde dnemli bir gelisme kaydedilmistir. Metastatik meme kanseri hastalarinda, tek ajan
doksorubisin ile (her 3 haftada 25-75 mg / m2) %25 ile %60 arasinda degisen yanit oranlari
elde edilmistir[22]. Doksorubisin igeren rejimler, daha dnce antrasiklin icermeyen kemoterapi
ile tedavi edilen metastatik meme kanseri hastalari i¢in baslangicta ilk tercih olmustur.
Doksorubisin igeren kombinasyonlar ile yanit oranlar1 %50 ile %80 , yanit siireleri 8 ile 15 ay
arasinda degismektedir. Doksorubisin-alkile edici ajan kombinasyonlari ile ortalama sag
kalim 17 ile 25 ay arasindadir. Doksorubisin igeren rejimler, metastatik hastalarda
doksorubisin icermeyen kombinasyonlardan daha etkili olmakla birlikte, yan etkileri

nedeniyle kullanmmi kisitlanmaktadir[13].

2.3 Antrasiklinler

Antrasiklinler , Streptomyces peucetius var. caesius adli mantardan elde edilmektedir.
Idarubisin ve epirubisin, dogal olarak {iretilen antrasiklinler olan doksorubisin ve
daunorubisinin sentetik analoglaridir. Kimyasal olarak ¢ok az farklilik icermelerine karsin
klinik akvitive farkliliklar1 bulunmaktadir. Daunorubisin ve idarubisin dncelikle akut
16semilerde kullanilirken, doksorubisin ve epirubisin solid tiimdrlere kars1 daha genis aktivite
gostermektedirler. Bu ajanlar, DNA interkalasyonu ile DNA, RNA vya da her ikisinin de
sentezini bloke ederler ve DNA iplikgiklerinin par¢alanmasina neden olarak hiicre
replikasyonuna engel olurlar. Diger 6nemli sitotoksik mekanizmalar:1 ise; serbest oksijen
radikalleri olusturarak topoizomeraz-11 (TOP2) inhibisyonu yapmak ve hlicre membranina

baglanarak akiskanlig1 ve iyon transportunu degistirmektir[23, 24].



2.4.Antrasiklin ile indUklenen kardiyotoksisite

Antrasiklinle induklenen kardiyotoksisitenin molekdler ve genetik mekanizmalar1 hala
tam olarak anlasilamamistir. Antrasiklinlerin kimyasal yapisinda var olan kuinon gruplarinin,
hem normal hem de malign hiicrelerde serbest oksijen radikalleri (SOR) olusturarak
kardiyotoksisiteye neden olduguna inanilmaktadir [25]. Fakat SOR’ni tutucu tedavilerin
kardiyotoksisite olusumunu engelleyememesi, SOR hipotezinin gegerliligini tartigmali hale
getirmis ve arastirmalar farkli mekanizmalara yonelmistir [26]. 2012 yilinda antrasiklin ile
olusan kadiyak myosit hasarinin ilk basamaginin, SOR’dan bagimsiz olarak topoizomeraz

enzim inhibisyonu ile gelistigi ortaya konulmustur[27].

Antrasiklinler DNA'ya interkale olur ve TOP2 ile kompleksler olusturur. Bu
kompleksler; enzimin etkinligini bozarak, DNA hasar tepkisini aktive eder ve hicre 6limine
yol acar. Topoizomerazin ¢esitli bigimleri vardir. Hizli bollinen tumor hicreleri, yuksek
topoizomeraz Il alfa (TOP2A) diizeyleri ifade ederken, TOP2 beta (TOP2B) tim hicrelerde
ifade edilir; kardiyomiyositlerde sadece TOP2B gorilir, TOP2A gorilmez. Antrasiklinler
hem TOP2A hem de TOP2B'yi hedef alirlar[28]. TOP2B geninden yoksun mutant fareler ile
yapilan bir calismada, doksorubusin maruziyeti sonrasi akut veya kronik kalp hasari
goriilmemistir. Bu mutant farelerde, doksorubisin kardiyotoksisitesinin 6nemli bir gostergesi
olan sol ventrikul ejeksiyon fraksiyonunda azalma olmamistir. Yine bu c¢aligmada, wild tip
farelerde doksorubisin  maruziyeti sonucu SOR olusumu gozlenmis olup; bunun
doksorubisinin kuinon grubunun rediiksiyon-oksidasyon doniisiimiiniin sonucu olarak degil,
mitokondriyal fonksiyonun bozulmasi sonucu ortaya ¢iktigi gézlenmistir. Doksorubisine
maruz kalan wild tip farelerin kardiyak doku analizinde; mitokondriyal biyogenez
diizenlenmesinde kritik rol oynayan transkripsiyon faktorlerinin baskilanmasi ile DNA hasar

yolaginin aktive oldugu ortaya konulmustur[27, 29].
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Sekil 2.1:Antrasiklinle indiiklenen kardiyomiyosit hasarinin mekanizmasi

(Douglas B. Sawyer,2013’den (Ref.29) alinmistir)

Doz bagimli olan ve antrasiklinle indlklenen kardiyomiyopati, en dikkat cekici ve
iizerinde yogun calismalar yapilmis olan bir kardiyovaskiiler toksisitedir. ilk kez 1971°de
cesitli timorler nedeniyle doksorubisin tedavisi alan 67 hastada tanimlanmistir[30]. En etkili
antrasiklinlerden biri olan doksorubisine ikincil gelisen kardiyotoksisite; subklinik ventrikuler
disfonksiyondan mortalite ile sonuclanabilecek ciddi kalp yetmezligine kadar degisen bir
spektrumda gorilebilmektedir. 2013’de yayinlanan bir metaanalizde, doksorubisin alan
hastalarin  %6’sinda klinik olarak agikar, %18’ nde subklinik kardiyotoksisite oldugu
bildirilmistir. Bu sebeple, gelisebilecek ventrikiiler komplikasyonlar1 Onlemek icin
doksorubisine sekonder gelisen toksisitesinin erken taninmasi 6nem arz etmektedir [3, 4]

Antrasiklin ile induklenen kardiyotoksisite erken ve ge¢ donem komplikasyonlari

olarak karsimiza c¢ikabilmektedir. Erken kardiyotoksisite , genellikle son antrasiklin



uygulamasi sonrasindaki 3 ay igerisinde pik yapmaktadir. Akut kardiyotoksisite; aritmi, EKG
degisiklikleri veya akut perikardit bulgular1 ile “sol ventrikll ejeksiyon fraksiyonunda azalma
saptanabilmektedir. Ge¢ kardiyotoksisite ise, antrasiklin tedavisi tamamlandiktan 10-15 yil
sonra ortaya ¢ikmaktadir. Tipik kalp yetmezligi bulgular1 ile kendini gosterebilecegi gibi
myokard fonksiyonlarinda subklinik bir azalma da goriilebilmektedir.[31]

2.5.Antrasikline bagh kardiyotoksisite gelisiminin risk faktorler

-Klmdlatif antrasiklin dozu: Doksorubisinle ile induklenen kardiyotoksisite, standart
dozu asan kiimiilatif doksorubisin dozuyla énemli 6lgiide artmaktadir. 400 mg/m? kimulatif
doksorubisin dozu i¢in tahmini kiimilatif risk % 5-6 , 500 mg / m? kiimalatif dozu igin risk %
10'un iizerine ¢ikmaktadir. 550 mg / m?den daha yiiksek dozlarda hastalarin dértte birinin
semptomatik konjestif kalp yetmezligi gelistirmesi beklenebilmektedir.[32-34].

-Tedavi sonrasi gecen siire: Zaman gegtikce klinik olarak anlamli kardiyotoksisite
insidans1 artmaktadir [32, 35].

-Radyoterapi: Kumulatif radyasyon dozu >30 Gy ise veya 5 Gy kadar diisiik dozda da
eslik eden antrasiklin kullanimi var ise risk artmaktadir [35, 36].

-Eslik eden diger kemoterapiler: Trastuzumab, siklofosfamid, bleomisin, vinkristin ve
mitoksantron duyarlilig1 veya toksisiteyi arttirabilir [35].

-Yas:60 yas Uzerinde ve 18 yas altinda risk artmaktadir [32].
-Cinsiyet: Kadinlarda risk daha yuksektir [32].

-Diger kardiyak risk faktorleri: Hastalarim hipertansiyon, iskemik, valvular veya
myokardiyal kalp hastaligi gibi komorbid durumlarinin olmasi, daha 6nce veya es zamanl
kardiyotoksik tedavi almig olmasi riski artirmaktadir [37].

-Komorbiditeler: Diabet, obezite, kaseksi [37].

2.6.Antrasiklin alan hastanin kardiyotoksisite a¢isindan takibi

ESMO (European Society for Medical Oncology) kemoterapi ile indiklenen
kardiyotoksisite-klinik pratik rehberine gore antrasiklin alacak tim hastalar antrasiklin

almadan once ekokardiyografik (EKO) olarak degerlendirilmeli, her antrasiklin siklusu



sonras1 troponin-l diizeyi ile takip edilmelidir. Eger KT boyunca troponin-l diizeyi
bakilamadiysa tedavi sonunda EKO tekrarlanmahdir. KT devam ederken troponin-I
diizeyinde artis olan hastalar, ilk bir y1l 3 ayda bir, sonraki 5 yil boyunca 6 ayda bir EKO ile
degerlendirilmelidir. Troponin diizeyinde artis saptanmayan kisilerin yillik EKO ile takibi
yeterlidir [38].

Yine Avrupa Kardiyoloji Dernegi’nin (ESC) 2016 yilinda yaymlanmis olan “Kanser
Tedavileri ve Tedavi Swrasinda Gelisen Kardiyotoksisite” kilavuzunda, kardiyotoksik
kemoterapoétikler ile devam edilen tedavi sirasinda, kardiyotoksisite agisindan dikkatli
olunmasi gerektigi ve diizenli araliklarla kardiyotoksisite taramasi yapilmasi gerektigi
belirtilmektedir. Yine bu kilavuza gore kardiyotoksisite taramasinin EKO, ntkleer kardiyak
goruntileme, kardiyak manyetik rezonans gorintileme wve troponin-lI, yiksek sensitif
troponin-1, b-tipi natridiretik peptid (BNP), N-terminal-pro b tipi natridretik peptid (NT-
proBNP) olmak tizere biyobelirtecler ile yapilabilecegi ifade edilmektedir [39].

2.6.1.Ekokardiyografi

Ekokardiyografi kanser tedavisi alan hasta popiilasyonunda, kalpteki yapisal ve
fonksiyonel degigmelerin takibi i¢in ideal bir modalitedir. Rutin bir ekokardiyografide bakilan
sol ventrikll sistolik ve diyastolik fonksiyonlari, sol ventrikiil ejeksiyon fraksiyonundaki
(SVEF) degisimler ve kardiyotoksisite konusunda ©6nemli bilgiler vermektedir [40].
Ekokardiyografinin; kolay ulasilabilir olmasi, radyasyon maruziyetine sebep olmamasi,
tekrarlanabilir olmasi1 6nemli avantajlaridir. Buna karsin degerlendirmeyi yapan operatorler
arasinda sonug¢ farkliliginin olabilmesi ve goriintii kalitesi nedeniyle elde edilen yanlis
sonuclar sorun yaratabilmektedir [39]. Yeni goriintileme modalitelerinden olan miyokardiyal
strain gorunttleme, ekokardiyografi operatorleri arasindaki farki azaltmakta ve daha ayrimntili
bir sonug ortaya koyabilmektedir [40].

ESC 2016 “Kanser Tedavileri ve Tedavi Smasinda Gelisen Kardiyotoksisite”
kilavuzunda ekokardiyogafik kardiyotoksisite degerlendirmesinde temel olarak 3 boyutlu
ekokardiyografi ile LVEF 6lgiimi, 2 boyutlu ekokardiyografi ile Simpson yonteminin temel

alindig1 LVEF 6l¢imi ve global longitudinal strain 6l¢imu 6nerilmektedir [39].
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Rutin bir ekokardiyografide sol ventrikiil diyastolik fonksiyonlarinin belirlenebilmesi
icin mitral akim E ve A dalgalari, izovoliimetrik relaksasyon zamani1 (IVRT), mitral anulus
doku Doppler olgiimleri yapilabilmektedir [40]. Bir¢ok calismada global sol ventrikiil
diyastolik disfonksiyonun, global sol ventrikiil sistolik disfoksiyondan once gelistigi
gosterilmistir [41, 42]. Buna karsin diyastolik disfonksiyon gelismesi halinde tedavinin

kesilmesi gerektigi yoniinde bir kanit halen mevcut degildir [39].

Ilagla iliskili kardiyotoksisite asagidaki kriterlerin en az birinin bulunmasi olarak
tanimlanmaktadir [43]:

a) SVEF’nda disiikliik ile karakterize kardiyomiyopati (global veya septumdan daha
belirgin olmak iizere segmenter duvar hareket bozuklugu iceren)

b) Konjestif kalp yetmezligi semptomlarmin bulunmasi

c) Konjestif kalp yetmezligi ile iliskili bulgularin tespiti (S3 galo ve tagikardi dahil —
ancak bu bulgular ile sinirl degil)

d) SVEF’nda son ejeksiyon fraksiyonunda (EF) %55’in altinda olacak sekilde %5 diisiis
ve konjestif kalp yetmezligi semptom ve bulgularinin olmasi

e) SVEF’nda son EF %55’in altinda olacak sekilde %10 diisiis (herhangi bir semptom ve

bulgu bulunmaksizin)

ESC 2016 “Kanser Tedavileri ve Tedavi Sirasinda Gelisen Kardiyotoksisite”
kilavuzunda normal LVEF degeri %50 ve iizeri olarak belirtilmistir. Olgiilen LVEF
degerinden bagimsiz olarak tedavi sirasinda LVEF’de bazale gore %10 ve tlizerinde bir diigiis
olmasi1 halinde bu hastalarda daha kisa aralikli ekokardiyografi degerlendirmesinin yapilmasi
gerektigi belirtilmistir. LVEF’deki diislis %10°dan daha fazla ve son 6lgiilen LVEF degeri
normal smirin altinda ise hastalar asemptomatik dahi olsa kalp yetmezligi tedavisinin
(anjiotensin donistiiriici enzim (ACE) inhibitérii ve beta blokorii icerecek sekilde)

baslanmasi1 6nerilmektedir [39].

Ilagla iliskili kardiyotoksisite tanimlarinda daha ¢cok SVEF degisimleri 6n planda
tutulmakta iken miyokardiyal strain gortntileme ginimizde ekokardiyografinin dnemli bir
parcgas1 haline gelmis ve miyokardiyal disfonksiyonun erken evrelerindeki degerlendirmeye

olanak saglamaktadir [40].
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Kanser tedavisi sirasinda, sol ventrikil sistolik global longitudinal strain (GLS)
Olciminin kardiyotoksisite acisindan en onemli prognostik degerlerden birisi oldugu
goriilmiistiir. GLS’deki bazal degerlere gore %10-15’1ik rolatif bir azalmanmn ilagla iligkili
kardiyotoksisite gelisiminin degerlendirilmesinde 6nemli ve faydali bir prediktér oldugu
gosterilmistir [44].

2.6.2.Kardiyak biyobelirtecler

Troponin —I

Cardinale ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada yiiksek doz kemoterapi alan 204 adet
hastada troponin I degerleri Ol¢iilmiis olup kardiyak troponin-I degeri yiikselen ve
yiikkselmeyen hasta gruplar1 karsilastirilmistir. Bu karsilagtirma sonucunda kardiyak troponin-I
yiikselmis olan grupta yiiksek doz kemoterapi sonrasi progresif olarak LVEF’nun anlaml
oranda diistiigli izlenmistir[45]. Yine Cardinale ve arkadaslarinin yaptig1 baska bir ¢alismada
yuksek doz kemoterapi alan 703 hastada erken (hemen kemoterapi sonrasi) ve ge¢ donem
(kemoterapiden 1 ay sonra) kardiyak troponin I degerleri ol¢lilmiis, hastalar her iki degerin de
normal (cTnl-/-), erken degerin yiiksek — ge¢ degerin normal (cTnl +/-) ve her iki
degerin de yiiksek (cTnl +/+) oldugu hastalar degerlendirilmistir. Bu 3 grubun 1 yillik
izlemlerinde cTnl-/- grubunda anlamli bir SVEF diisiisii izlenmezken cTnl +/+ grubunda ve
cTnl +/- gruplarinda anlamli bir SVEF diisiisii oldugu gozlenmis, bu diisiis ¢Tnl +/+ grubunda
cTnl +/- grubuna gore anlamli olarak daha yiiksek olmustur [46].

Troponin-1 dizeyleri en az 3 ay onceden Kklinik olarak 6nemli sol ventrikil
disfonksiyonunu tahmin edebilmektedir [47, 48]. Troponin-I’nin erken donemdeki artislari
da gelecekteki sol ventrikil disfonksiyonunun siddetini ve ciddiyetini 6ngdrebilmektedir. [46,
47]. Kemoterapi tamamlandiktan bir ay sonra troponin yiiksekliginin devam etmesi, izlemin
ilk yilinda % 85 olasilikla biyuk kardiyak olay ger¢eklesmesi ile iligkili bulunmustur[46, 49].
Troponin-1 diizeyinin yilikselmemesi ve bu durumun kalict olmas1 % 99’luk negatif prediktif
degerle, en diisiik kardiyotoksisite riskine sahip hastalar1 tanimlayabilir. Bununla birlikte,
troponin degerlendirmesinin bazi olumsuz yanlar1 mevcuttur. Yiiksek doz kemoterapiden
sonra zirve degerleri farkli zaman araliklarinda olusur, bu nedenle onu tespit etmek igin

birden fazla 6rnekleme gerekebilir.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cardinale%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10933366
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2.7.Antrasikline bagh kardiyotoksisitenin énlenmesi ve tedavisi

2.7.1.Antrasiklin tarevleri ve infizyon protokoll

Cochrane sistematik analizinde, esdeger anti-timor dozlarda antrasiklin turevleri
arasinda kardiyotoksisite agisindan klinik olarak 6nemli bir farklilik saptanmamistir[50].
Yaklasik 16 000 ¢ocukluk ¢ag1 kanseri sonrasi hayatta kalan hastalar arasindan yapilan bir
analizde daunorubisinin, doksorubisinden daha az kardiyotoksisite ile iligkili oldugu
gosterilmistir[51]. Bolus antrasiklin uygulamasindan ziyade sirekli infizyonun farelerde,
daha diisiik kardiyak konsantrasyonlar ile iligkili oldugu bildirilmis olup eriskin sarkom ve
lenfoma hastalarinda da daha az kardiyotoksisite ile iliskilendirilmistir[52]. Ancak Akut
lenfoblastik 16semi tanisiyla antrasiklin alan pediatrik olgularda infuzyonel uygulama ile
kardiyotoksisite arasinda iliski gosterilememistir. Lipozomal doksorubisin, disiik oranda
kardiyovaskler risk, kalp yetmezligi ve SV fonksiyonunda subklinik degisiklikler ile
iliskilidir fakat pahali olmasi sebebiyle kullanim alani oldukga kisitlidir[50].

2.7.2.Deksrazoksan

Deksrazoksan (DRZ), antrasikline bagl kardiyotoksisiteyi azaltan veya tamamen
onleyen bir ajandir[53]. DRZ, inflizyon sonrasinda miyokard tarafindan hizla alinir ve Top 23
Uzerindeki ATP baglanma yerleri i¢in rekabet eder. DRZ'nin Top 2B'ya yapismasi, antrasiklin
ile kompleks olusumunu onleyen ve bu sayede kardiyotoksisiteyi azaltan bir konfiglirasyon
degisikligine neden olmaktadir. Koruyucu etkinin ana mekanizmasinin bu konfigiirasyon
degisikligi oldugu disiiniilmektedir[54]. DRZ kullanimin1 takiben, antrasiklinlerin anti-
tiimoral aktivitesinin azalmasina iliskin endiseler ve ¢ocukluk ¢agi lenfoma ve l6semi tedavisi
sonras1 ikincil malignitelerde artisa neden olduguna dair veriler, DRZ kullanimini
smirlandirmistir [55]. Sadece daha yuksek kiimilatif antrasiklin dozu alan metastatik meme

kanseri olgularinda deksrazoksan kullanimi 6nerilmektedir.

2.7.3.Beta bloker veya ACEi / ARB ile primer koruma

Antrasikline bagh kardiyotoksisitenin onlenmesinde p-Bloker, ACE inhibitori ve
anjiotensin reseptor blokorlt (ARB) kullaniminin aragtirildigi ¢ok sayida randomize kontrolli
calisma yapilmistir. Birincil 6nleme ¢alismalarinin ¢ogunda tedavi yaklagimi, tiim antrasiklin

ile tedavi edilen hastalara kardiyoprotektif medikasyon uygulamasini icermektedir[56].
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Kemoterapiden 72 saat sonra erken donemde cTn-l diizeyinde artis goriilen 114 hasta
enalapril veya plasebo kollarma randomize edilmistir. Enalapril ile tedavi edilen hastalarda
SVEF'de bazal ve 12. ayda bir degisiklik goriilmezken; plasebo grubunda SVEF anlamli bir
diistis saptanmistir[49]. Karvedilol ve nebivolol ile yapilan daha kigik 6lcekli randomize
klinik caligmalarda da, benzer koruma sagladig1 gosterilmistir[57, 58]. Bu alanda devam eden

calismalar primer koruma tedavisinin etkilerini daha iyi anlamamizi saglayacaktir.

2.7.4.Kalp yetmezligi gelisen veya asemptomatik SVEF’nunda azalma olanlarda

tedavi

Antrasiklin tedavisi sirasinda veya sonrasinda kalp yetmezligi gelisen hastalar, Avrupa
Kardiyoloji Dernegi kilavuzlarina gore tedavi edilmelidir. Kardiyotoksik kanser tedavisine
daha fazla maruz kalma konusunda dikkatli karar verilmesi gerektigi icin, kalp yetmezligi
veya SVEF’nunda belirgin diisiis saptandiginda, tedavi planinin bir kardiyologun katilimiyla
planlanmas1 Onerilmektedir. Mevcut kanser tedavisinden elde edilen kazanima bagl olarak
bazen ACE inhibisyonu ve B-bloker destegiyle tedaviye devam etmek miimkiindiir. Eger
uygun ise bu durumda lipozomal antrasiklin veya DRZ kullanimi da diisiiniilebilir. SVEF'
nunda asemptomatik azalma olan hastalar, kardiyotoksisite kriterlerilerini tasiyor ise rehber
onerileri dogrultusunda, kemoterapinin  yalniz ~ ACEi/ ARB tedavisi altinda veya
ACEI/ARB+ B-bloker kombinasyonu ile birlikte verilmesi degerlendirilmelidir[39].

Antrasiklinle Kkardiyotoksisite gelisen 226 hastanin degerlendirildigi ¢alismada,
hastalarin % 88’ine enalapril+ karvedilol/ bisoprolol kombinasyon tedavisi verilmis. Yaklagik
1 yil icinde tedavi alan hastalarin % 11°nde SVEF’nda tam diizelme,% 71°nde parsiyel
diizelme gozlendigi bildirilmistir[59].

2.8.MikroRNA

MikroRNAIlar (miRNA); 22-26 niiklotidden olusan, kodlanmayan RNA’lar olarak
tanimlanir. MiRNA’larin primer hedefi fonksiyonel proteinler olup, spesifik mRNA
translasyonunu inhibe ederek ve/veya mMRNA degradasyonunu desteleyerek gen

ekspresyonunu diizenleyen yapilardir [5, 60, 61].
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Ik kez 1993’de Lee ve arkadaslar1 tarafindan, Caenorhabditis elegans’da
protein kodlayan mRNA fonksiyonunu ve ekspresyonunu duzenleyen kicik kodlanmayan
mikroRNA tanimlandi[62]. MikroRNA’larin kesfinin birgok gen diizenleme siirecini anlama
Uzerine buyik etkisi oldu. Ilk kesfinden beri, miRNA’larm bitki ve hayvan gen
ekspresyonlarin1 diizenleme ile olan fizyolojik ilgisi saptandi. Cesitli c¢aligmalarda,
miRNA'larin hiicre proliferasyonu, farklilasma ve gelisimsel zamanlamanin kontrolii gibi pek

cok biyolojik surecte yer aldig: gosterildi[63, 64].

2002 de ilk kez miRNA’larin kanser ile iligkisi gosterildi ve miRNA15a ve miRNA
16-1’in B hiicreli KLL’de azaldig: tespit edildi[65]. Bu bulgunun, miRNA’larin kanser tanisi
ve tedavisinde potansiyel rolleri oldugunun isareti olabilecegi bildirildi. Takip eden 10 yil
boyunca ¢ok sayida miRNA’nin anormal ekspresyonlari ortaya konuldu ve miRNA’lar timor
baskilayic1 veya indiikleyici olarak kabul edildi[66, 67]. Bugline kadar binlerce insan
mMiRNA’s1 tanimland1 [68]. Biyoinformatik analizler miRNA’larin, insan protein kodlayan

genlerin %60 gibi biiyiik bir cogunlugunu diizenledigini 6ngérmektedir[69].

MikroRNA biyogenezi asamasmda , miRNA'min primer transkripti olan pri-miRNA
tip 111 ribonlkleaz enzimi olan Drosha tarafindan kesime ugrayarak oncul miRNA (pre-
mMiRNA) olusturulmaktadir. Pre-miRNA'nin nikleustan sitoplazmaya eksportin araciligiyla
translokasyonundan sonra sitoplazmik tip Il RNA enzimi olan Dicer tarafindan pre-

miRNA'nin tekrar kesime ugramasi ile matiir miRNA yapis1 olusur [70].

MiRNA'nin kanonikal ve mirtron isimli iki yolag: vardir. Doku tipi, dizeyi, yolag: ve
zamani MIRNA analizleri icin 6nemli unsurlardir. Clinkl farkli dokularda, farkli diizeylerde,
farkli yolaklar igerisinde aynt miRNA'lar farkli 6zellikler gosterebilirler. Zaman icerisinde

aynt miRNA farkl: regulasyonlar yapabilir[71].
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Sekil.2.2 MikroRNA Biyogenezi

Son zamanlarda yapilan c¢alismalar, MIRNA biyogenezi asamasinda farklh
molekillerin matir miRNA biyogenezinde rol oynadigimi gostermektedir. Ornek olarak,
ostrojen reseptor-a. pri-miRNA'nin pre-miRNA doniistimiinii baskilamaktadir[70, 72]. Benzer
sekilde meme kanserinde kalitsal yatkinlik geni olan ve ayni zamanda bir timor supresor gen
olan BRCAL'in miRNA biyogenezinde rol oynayan Drosha enzim kompleksini direkt olarak
regule ettigi ve g¢esitli pre-miRNA ve matir miRNA transkripsiyonunu etkiledigi
gosterilmistir [70]. Ayrica, c-Myc'in dogrudan miRNA transkriptini regiile ettigi, Drosha
MRNA ekspresyonunu transaktive ederek miRNA biyogenezini kontrol ettigi gosterilmistir.

c-Myc upregilasyonu ile Drosha enzim aktivasyonu sayesinde pri-miRNA artisi
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tetiklenmektedir. Bu nedenle c-Myc sadece posttranskripsiyonel dizeyde degil,

transkripsiyonel diizeyde de miRNA’y1 modile etmektedir [73].

Genetik defektler haricinde, enzimatik aktivitenin degisimi ile de miRNA biyogenezi
dereglle olmaktadir. Bircok kanser tiriinde RNA'ya baglanan protein olan AUF1 ifadesinin
upregile oldugu, bunun sonucunda matir miRNA sentezinde rol oynayan Dicerl mRNA
dizeyini ve Dicer protein dizeyini azalttigi belirtilmektedir. Bu durumda, pre-miRNA
dizeyinde bir degisme olmazken matir miRNA dizeyi degismektedir [74]. Pre-
MIRNA/matir-miRNA doniisiimiinde 6nemli role sahip Dicer proteini enzimatik aktivitesinin
regiilasyonunda siklin D1'in 6nemli rol oynadig1 belirtilmektedir. Meme kanseri hiicrelerinde,
siklin D1'in Dicer regulator gen bolgesine baglanmasi ile miIRNA biyogenezinin regulasyonu
saglanmaktadir. Luminal A ve bazal benzeri meme kanserinde, siklin D1 ve Dicer

ekspresyonunun artis1 6nemli prognostik belirtecler olarak gortulmektedir [75].

Pre-miRNA ve matir miRNA dlzeyleri arasindaki farklilik miRNA biyogenezi
asamasindaki posttranskripsiyonel modifikasyonu ifade etmektedir. Bu farklilik, cesitli
genetik mutasyonlardan veya sinyal yolagi defektlerinden dolay1 olusabilir. Bu baglamda,
pre-miRNA ve matiir miRNA duzeylerinin karsilagtirilmast ve iki transkript arasindaki
farklihigin belirlenmesi hedef miRNA fonksiyonel etkisini anlamak agisindan Onem arz

etmektedir.

Gectigimiz 10 yilda miRNA’larin periferik kan dolagiminda bulundugu gosterilmistir.
Dolasimdaki miRNA’lar; eksozom denilen lipoprotein vesikulleri sayesinde degradasyondan
korunmakta ve diger RNA molekiilleri ile kiyaslandigi zaman dolasimda oldukga stabil
kalabilmektedir [76, 77]. MIRNA’larin plazmada degismeden bulunmalari onlar1 biyobelirteg
caligmalarinin gozdesi haline getirmistir. Son zamanlarda mikroRNA’lar, kardiyovaskiler
fonksiyonlar ve hastaliklarda temel diizenleyiciler olarak tanimlanmakta ve kardiyovaskiiler
patolojiler icin biyobelirtec/tedavi edici olabilme potansiyelleri nedeniyle de giderek artan bir
ilgi gérmektedir [3].

2.8.1.MiR34a

MiR-34 ailesi {i¢ liyeden olusur: miR-34a, miR-34b ve miR-34c. MiR-34a, kromozom
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1p36 Uzerinde bulunurken, miR-34b ve miR-34c, kromozom 1123 Uzerinde bulunan ortak
bir geni paylasirlar [78]. MiR-34a, miR-34b ve miR-34c'nin baskin oldugu akcigerler haric,
cogu dokuda miR-34b/c'den daha yuksek seviyelerde eksprese edilir [79]. MiR-34a kendi
transkriptine sahiptir ve genellikle ektopik olarak basta kanser olmak (zere pek ¢ok hastalikta
eksprese edilir. Ektopik miR-34a ekspresyonu, apoptozisi, hiicre dongiisiinii ve farklilagsmay1
dizenler [80, 81] ve boylece karsinogenezide temel islevsel bir diizenleyici rol istlenir [82,
83]. Ayrica, miR-34a'nin karsinogenez baskilayici olarak kok hiicrelerin ¢ogalmasi ve
apoptozuna dahil oldugu bildirilmistir. MiR-34a’nin; hiicre dongiisii, hiicre proliferasyonu,
apoptoz, DNA tamiri ve anjiyogenezi diizenleyen hedef genleri diizenledigi de bilinmektedir
[84, 85]. TUm bu 0Ozellikleri nedeniyle miR-34a, kanser arastirmalarina yeni bir yon vermistir
[86].

2.8.2.MiR34a ve Kalp uzerine etkileri

MiR34 aile Uyeleri, (miR34a, -34b ve -34c), stress (0r: myokardiyal infarktiis) yaniti
olarak kalpte upregiile olmakta ve yasa bagli kardiyak fonksiyonel azalmaya katkida
bulunmaktadir [6, 87]. Ozellikle miR34a, baskin olarak kalpte eksprese olmakta hiicre
siklusu, apoptozis, hiicresel yaslanma, farklilasma ve hiicresel gelisimi etkileyen pek ¢ok
hedef proteini modile etmektedir [88]. Deneysel myokard infarktiisii ve basing yiikiine ikincil
olarak  gelistirilen ventrikiiler hipertrofi modellerinde, miR34a’nin  farmakolojik
inhibisyonunun kardiyak fonksiyonlar1 ve rejenerasyonu olumlu yonde etkiledigi
gosterilmistir. Bu gelisme, miR34a’nin susturulmasmin kardiyak koruma i¢in gelecekte bir
terapotik secenek olabilecegini akla getirmektedir [6, 87, 89]. Yeni bir ¢alismada,
doksorubisin tedavisi boyunca olusan kardiyak doku hasarinin erken molekiiler kanit1 olarak
fare kalbinde miR34a ekspresyonunun arttig1 gosterilmistir. Ilging olarak miR34a, akut
miyokard infarktiisii sonras1 hastalarda gelisebilecek kalp yetmezligini predikte edebilecek bir
plasma belirteci olarak da tanimlanmistir [90, 91]. Piegari ve arkadaslarinin fare modeli
Uzerinde yaptigi ¢alismada; in vitro ve in vivo olarak doksorubisine maruz kaldiktan sonra,
kardiyak progenitor hucreler (KPH) de dahil olmak (zere kalp hiicrelerinde miR34a
diizeylerinin arttigi gosterilmistir. Bunun iizerine miR34a’nin farmakolojik olarak
engellenmesinin, doksorubisinin kardiyak toksisitesinde bir degisiklige yol agip agmadigi
degerlendirilmis ve anti-miR34a’nin doksorubisine maruz birakilan fare KPH’nin canliligi,

proliferasyonu, apoptozisi ve yaslanmasi tizerine yararli etkileri oldugu belirlenmistir. Bu
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etkilere miR34a’nin hedefleri olan Bcl-2 ve SIRTI1’in artisi, asetillenmis p53 ve
pl6INK4a'nin azalmasi aracilik etmektedir. Bir diger onemli nokta da miR-34a
sessizlestirmesiyle miRNA'nin doksorubisine maruz kalmis fare KPH’lerinden salinmasi
azalmakta ve diger progenitor hiicrelerde negatif parakrin etkilerini azalmaktadir. Bu
calismada ayrica, kardiyomyopati gelisen farelerde plazmada da miR34a diizeylerinin yliksek
oldugu saptanmistir. Sonu¢ olarak miR-34a’nin , doksorubisin kardiyotoksisitesini
engellemek icin bir tedavi hedefi olabilecegi ve ayni zamanda antrasikline bagl kardiyak
hasar i¢in dolasimda bir biyobelirteg olarak degerlendirilebilecegi diisiiniilebilir [92]. Bir
baska ¢alismada da neoadjuvan olarak antrasiklin bazli KT alan meme kanseri hastalarinda bir
kardiyotoksisite belirteci olan troponin T ile miR34a arasindan pozitif bir korelasyon oldugu

saptanmustir [7].

2.8.3.MiR34a ve meme kanseri

MiR-34a ve meme kanseri arasindaki iliskiye odaklanan klinik aragtirmalar yapilmis
ve dolagimdaki miR-34a'nin potansiyel bir tani belirteci olabilecegi tanimlanmistir. Metastatik
meme kanseri olan kadinlarda saglikli kadinlara gore artmis miR-34a diizeyleri saptanmaistir.
Yine disik miR-34a dizeylerine sahip hastalarin  daha kotl bir prognoza sahip oldugu
gosterilmis ve MIiR-34a’nin prognoz hakkinda onemli bir bilgi saglayic1 olabilecegi

ongorilmiistir [93, 94].
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3.GEREC ve YONTEM

3.1. Calismanin tasarimi

Prospektif kohort calismasi olarak tasarlanan bu c¢alismanin protokolii Hacettepe
Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kuruluna sunularak 04.04.2017

tarihli toplant1 ve GO 17/319-18 sayili karar ile arastirma onayi alindi.(ek-1)

Calismaya Mayis 2017- Aralik 2017 tarihleri arasinda Hacettepe Universitesi Tip
Fakiiltesi I¢ Hastaliklar1 Anabilim Dali Medikal Onkoloji Bilim Dalr’na basvuran,
arastirmaya katilmak igin onam veren ilk kez antrasiklin bazli kemoterapi alacak olan 50
meme kanseri hastasi dahil edildi.

3.2.Katihmecilar

Hastalarin ¢alismaya dahil edilme ve dislanma kriterleri asagida tanimlandig: sekildedir.

Arastirmava dahil olma kriterleri:

-Medikal Onkoloji Poliklinigi’ne bagvuran, meme kanseri tanisi ile ilk kez antrasiklin

bazli kemoterapi alacak olma

Arastirmadan dislanma kriterleri :

-Ileri kalp yetmezligi (New Yok Kalp Cemiyeti (NYHA) Evre 1l ve daha ileri kalp
yetmezligi)
I. -Gegirilmis myokard infarktlsi
ii. -Renal replasman tedavisi gerektiren bobrek yetmezligi olan hastalar

3.3.Verilerin toplanmasi

Calismaya dahil edilen hastalarin tedavi 6ncesi asagidaki bilgileri sorgulanarak ve

hastane kayitlar1 incelenerek kaydedildi.
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» Demografik bilgileri (yas, cinsiyet, medeni hal, cocuk varlig1)
« Komorbid hastaliklar1 (DM, HT gibi)

» Aligkanliklar: (sigara, alkol)

. ilaclar

« Ailede meme kanseri oyksu

« Ailede kalp yetmezligi 6ykisi

«  Antropometrik dlciimleri (boy, kilo, VKI)

« Menopoz durumu (premenapozal/postmenapozal)
e TUmOr histolojisi

*  TNM siniflamasi

« Hormon reseptér durumu (ER, PR)

e HER2 durumu ( +/-)

e TUmOr derecesi

« Ki67 indeksi

Calismaya dahil edilen tim hastalar doksorubisin-siklofosfamid(AC ), siklofosfamid-
doksorubisin-florourasil(CAF) veya paklitaksel-doksorubisin-siklofosfamid(TAC) KT
protokollerinden birini aldilar. KT protokolleri hastalarin kendi hekimleri tarafindan
belirlendi, protokol se¢imine miidahale edilmedi. Tiim hastalar , ilk KT den 6nce(TO) ve son
KT’den sonra (TS) 3-6 hafta iginde olmak uzere 2 kez degerlendirildi. Bu degerlendirilmeler
sirasinda; kardiyak disfonksiyon agisindan semptom sorgulamasi, strain analizleri igeren
ekokardiyografi, serum troponin-1 diizeyleri, plazma matir ve immatir miR34a oOlcumleri
yapildi. TS degerlendirmesi, hastanin tedavi plani i¢inde yer alan radyoterapi veya ardisik

farkli KT uygulamasindan 6nce tedavi planini aksatmayacak sekilde yapildi.

3.4.Ekokardiyografi verilerinin analizi

Ekokardiyografik inceleme, sol lateral pozisyonda " Vivid S6, GE Medical Systems,
Horton, Norway" ekokardiyografi cihazinin M4S-RS probu kullanilarak, parasternal uzun
eksen, parasternal kisa eksen ve apikal uzun eksen, apikal iki bosluk, apikal dort bosluk,
apikal bes bosluk goriintillerden yapildi. Ekokardiyografik Olglimler Amerikan
Ekokardiyografi Dernegi'nin Onerdigi kriterler baz alinarak yapildi. Hastalara sirasiyla M-

mod ekokardiyografik, iki boyutlu ekokardiyografik, PW, CW Doppler, renkli Doppler, PW
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ve renkli doku Doppler ekokardiyografik degerlendirilmeler yapildi.

Iki boyutlu EKO ile yapilan &lgiimler;

- Sol ventrikil igin; sol ventrikiil diyastol sonu ¢api, sol ventrikiil sistol sonu ¢api,
interventrikiiler septum kalinligi, arka duvar kalinlig1 , aortik ¢ap, sol atriyum 6n
ve arka cap1

- Sag ventrikiil i¢in ; sag ventrikiil bazal ¢ap1, sag ventrikiil mid ¢ap1, sag ventrikul

uzun eksen ¢api, sag ventrikiil diyastol sonu alani

- Sag atrium diyastol sonu alanin1 igermektedir.

Konvansiyonel doppler EKO ile ; sistolik pulmoner arter basinci, aortik ve pulmoner
pik velositeleri, kapak yetmezlikleri, transmitral diyastolik akimlar ve izovolumetrik

relaksasyon zamani dl¢iimleri yapildi ve kaydedildi.

Doku doppler goruntiileme ile pik sistolik (s’), pik erken diyastolik (e’), pik ge¢
diyastolik (a’) velositeler degerlendirildi.

3.4.1. Nokta Takip (“Speckle Tracking”) Yontemi ile Strain Analizi

Nokta takip (“speckle tracking”) yontemi ile strain analizi igin apikal dort bosluk,
apikal iki bosluk, apikal uzun eksen, parasternal kisa eksen ekokardiyografik pencerelerinden
sol ventrikulun; apikal dort bosluktan sag ventrikiiliin saniyede 60 ile 80 frame araliginda olan
iki boyutlu ekokardiyografik goruntileri en az ¢ kardiyak siklusu kapsayacak sekilde
kaydedildi. Kaydedilen goruntller, bilgisayar ortamina aktarilarak “Echopac PC versiyon
BT13” bilgisayar yazilim programi ile strain analizleri yapildi. Bu analizler sonucunda, sol
ventrikiil septum ve lateral duvariin bazal, mid ve apikal kisminda; sol ventrikiil anterior ve
inferior duvarinin bazal, mid ve apikal kisminda pik longitudinal sistolik strain hesapland:.
Ayrica kaydedilen goriintiilerden sol ventrikiiliin global pik longitudinal sistolik strain degeri
olculdu.

3.5. Troponin —I dizeylerinin dlcimu

Troponin-1 duizeyi 6lcimleri KT 6ncesi ve sonrasinda separator jel igeren sar1 kapakl
biyokimya tiipiine alinarak Hacettepe Universitesi Acil Biyokimya Laboratuvarinda 2 saat

icinde ¢alisildi. Bu ¢alisma, plazmadaki kardiyak Tnl icin spesifik monoklonal antikor Kkiti
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kullanilarak immunassay yontemiyle yapildi.

3.6.MiR-34a ve pre-miR-34a duzeylerinin ¢cahisiimasi

3.6.1. RNA izolasyonu

44 hastadan alinmis olan tedavi dncesi ( TO) ve tedavi sonrasi(TS) olmak (izere
toplam 88 6rnekten miRNeasy Serum/Plasma Kit ( Cat.No 217184, QIAGEN, gMBh, D-
40724 Hilden, Germany) ile RNA izolasyonu iireticinin yonergeleri dogrultusunda yapild.
Elde edilen RNA’larin miktarlari, 260/230 (inorganik kontaminant) ve 260/280 (organik
solvent) degerleri Nano-drop cihazinda 1,5 pl 6rnek kullanilarak 6l¢tildii. Nano-drop 6lguimi
sonucu RNA miktar1 10 ng/ul altinda olan 3 hasta 6rnegi ¢alisma dis1 birakildi. Olglim ile
DNA kontaminasyonuna rastlanmayan 41 hastanin 82 6rnegi ile complementer DNA(CDNA)

sentezi asamasina gecildi.

3.6.2. cDNA sentezi

Es zamanli PCR (qPCR) yapilabilmesi i¢in Oncelikle elde etmis oldugumuz saf
RNA’lardan ¢cDNA sentezlenmesi gerekmektedir. CDNA sentezi miScript Il RT Kit (Cat
No./ID: 218161, QIAGEN, gMBh, D-40724 Hilden, Germany) protokoliine uygun olarak
gerceklestirildi. Yapilan ters transkriptaz PCR sonucu 20 ng/ul cDNA 6rnekleri elde edildi.

3.6.3.gPCR Analizi

Elde edilen cDNA 6&rnekleri, miScript SYBR® Green PCR Kit(Cat No./ID: 218075,
QIAGEN) protokoliine uygun olarak hazirlandi. Her hastanin tedavi dncesi ve tedavi sonrast
olmak tizere 2 Ornegi i¢in biri miR34a-5p digeri pre-miR34a iki hedef gen primeri ve 1
referans gen primeri( RNUG6) kullanildi. RT-PCR igin gerekli bilesenler hazirlandiktan sonra

reaksiyon 6nceden optimize edilen reaksiyon kosullarina gore ayarlandi.( Tablo 3.1)
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Tablo 3.1 Optimize RT-PCR kosulu

Denattrasyon 95°C 15 dakika
40-Doéngu 94 °C 15 saniye
amplifikasyon 55°C 30 saniye

70°C 30 saniye

gPCR sonucu Rotor-Gene 1.7.94 programi ile veriler elde edildi. Prensip olarak
threshold degeri, background 1simadan sonra amplifikasyonun bagladigi noktay:1 belirlemek
amaciyla kullanilan bir dogrudur. Deney etkinliginin uygun sinirlar icerisinde tutmayi primer
hedef olarak kabul ederek, tim Ornekler i¢in ayri threshold alindi. Tiim deney sonuglart (
toplam 14 run ) igin 2 degeri > 99, etkinligi %90-110’dur. Tedavi dncesi ve sonrasi olmak
tizere tim Ornekler triplike caligildi, hedef olarak belirlenen miR34a-5p ve pre-miR34a
ifadeleri analiz edildi. Referans gen olarak RNU6 kullanildi. Threshold degerine gore
belirlenen Ct (Cycle Threshold) degerleri analiz edildi. Es zamanli PCR ydntemi ile elde
edilen veriler dogrultusunda antrasiklin tedavisi sonrasi hedef miR34a ve pre-miR34a
ekspresyonlarindaki degisim karsilagtirildi. Bu karsilastirma referans genin ( RNUG6)
eskpresyonu ile hedef miRNAlarin normalize edilmesi ile belirlendi. Livak modeli (242¢Y)
kullanilarak Es Zamanli PCR datas1 hesaplandi (Sekil 3.1)[95]. Verilerin degerlendirilmesi
icin istatistiksel analizi yapild.

ﬁACT = (GT,Target o C,Actin.)Timex o [CTPTarget o C,Actin)Time 0

Sekil 3.1. Livak modeline gore AACt formili

(Kenneth J. Livak, Thomas D. Schmittgen 2001 (Ref. 93)’den alinmustir.)
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Sekil 3.2.PCR sonug grafisi 6rnegi ( 2-4-5 nolu hastalara ait)

3.7.Istatiksel analiz

Tanmimlayici istatistikler; siirekli degiskenler i¢in normal dagilima uyan degiskenlerde
ortalama ve standart sapma, normal dagilima uymayan ya da ordinal degiskenlerde ortanca ve
aralik olarak; kategorik degiskenlerde ise say1 ve yiizde olarak verildi. IKili karsilastirmalarda
surekli degiskenler normal dagilimda ise bagimsiz gruplar i¢in Student T-testi, normal
dagilimda degilse Mann-Whitney U testi; kategorik degiskenler icin Ki-kare testi kullanild.
Ekokardiyografi parametreleri ile troponin- I, miR34a diizeyleri arasindaki korelasyona
bakmak i¢in Spearman Korelasyon testi uygulandi. Normal dagilim gostermeyen bagimli

degiskenleri icin Wilcoxon testi kullanildi.

Istatistiksel analizler icin SPSS for Windows version 20 paket programi kullamild1 ve
p=<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4 BULGULAR

4.1.Meme kanseri hastalarimn demografik ve timore ait dzellikleri

Calisma kriterlerine uygun toplam 50 hasta kaydedildi. Bu hastalardan 2’si kendi
istegi ile calismadan ayrildi, 1’1 c¢aligmayi tamamlayamadan exitus oldu, 2’si tedavi
merkezini degistirdigi i¢in 1’inin de kendi hekimi tarafindan tedavi protokoli degistigi igin
calismaya devam edemediler. Toplamda 44 hasta c¢alismayr sonlandirabildi. 3 hasta
orneginden yeterli miktarda RNA izole edilemedigi igin ¢alisma dig1 birakildi ve 41 hasta
sonug degerlendirmesine dahil edildi.

Hastalarin yas ve vucut Kkitle indeksi ortalamalari, sigara kullanimi, menapoz
durumlari, komorbiditeleri ile ailede meme kanseri ve kalp hastaligi mevcudiyetini igeren

demografik 6zellikleri tablo 4.1°de verilmistir.

Tablo 4.1 Demografik 6zellikler

Ozellikler Primer meme kanseri
hastalari(n=41)
Yas ortalamasi( arahk) 52+10
VKI(ortalama(SD)) 26,5+4,1
Sigara[n(%o)]
Var 9 (22)
Yok 33(78)
Menapoz [n(%o)]
Premenapoz 18(44)
Postmenapoz 23(56)
Komorbidite[n(%0)]
DM 3(7)
HT 9(21)
KAH 0(0)
Diger 8(19)
Ailede meme ca
Oykusu[n(%o)]
Var 11(69)
Yok 25(31)
Ailede kalp hastahgi
dykusi[n(%0)]
Var 8(23)
Yok 27(77)
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4.2. Meme kanseri hastalarimin bazal klinik, patolojik ve tedavi 6zellikleri

Calismaya dahil edilen meme kanseri hastalarmin patolojik &zellikleri ve evresi
heterojen yapida olup tablo 4.2°de verilmistir. Hastalarin % 63’0 adjuvan tedavi alirken
%20’si lokal ileri hastalik nedeniyle neoadjuvan KT , %17’si de metastatik hastalik nedeniyle
tedavi almigtir. TUm hastalarin KT protokuliinde antrasiklin olarak doksorubisin yer almistir.
Kimdlatif doksorubisin dozu (ort+SD) 242+26mg/m? olarak hesaplanmistir. Hastalarm %
81’1 AC KT protokokili, %17’si CAF KT protokolini almistir. Sadece bir hasta TAC KT’si
almistir. Lokal ileri ve metastatik hastalarin 11°i patolojik olarak parsiyel yanit veya tam yanit
vermistir. Lokal ileri hastalardan biri KT altinda progrese olmasi nedeniyle cerrahiye

yonlendirilmis, 2 metastatik hastada klinik olarak stabil izlenmistir.

Tablo 4.2 Tumor ozellikleri

Ozellikler Primer meme kanseri hastalari(n=41)
Histolojik alt tipi[n(%0o)]

IDC 28(72)

ILC 1(3)

Miks( IDC +ILC) 8(21)

Diger 2(4)
Tamor grade[n(%0)]

1 0

2 16(42)

3 22(58)
Molekuler alt tipi[n(%6)]

Luminal A 25

Luminal B 3

HER2+ 7

Bazal 5
Ki67%( ortalamaxSD) 34+25
T capi[n(%0)]

<2cm 4(15)

2-5cm 19(73)

>5cm 3(12)
Lenf nodu tutulumu[n(%0)]

NO 9(30)

N1 10(33)

N2 8(27)

N3 3(10)
Metastaz varhgi[n(%o)]

MO 34(82)

M1-kemik 4(10)

M1-visseral organ 3(8)



Lenfovaskdler invazyon
varhgi[n(%0)]
Evre[n(%0)]

1

2
3
4

8(29)

0
17(44)
15(38)
7(18)

4.3. Tedavi sonrasi degisim gosteren ekokardiyografi parametreleri

Calismaya dahil edilen tim hastalar tedavi 6ncesi ve sonrasinda
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ekokardiyografik

olarak degerlendirilmis, doku doppler ve strain analizleri yapilmistir. Myokard deformitesini

isaret eden sol ventrikdl global longitudinal strain (GLS) , sag ventrikil fonksiyonlarini

gosteren trikispit anular plan yer degistirmesi (TAPSE) ve diyastolik fonksiyonlari

degerlendiren mitral pik erken diyastolik velositenin ( E ) pik erken miyokardiyal diyastolik

velositeye(é) orani ile elde edilen lateral ve septal E/é parametrelerinin tedavi ile degisimi

tablo 4.3’de gosterilmistir. Ayrica kardiyak troponin-1 duzeyinin tedavi ile degisimi de

tabloda yer almaktadir.

Tablo 4.3 Tedavi ile degisim gosteren kardiyak parametreler

Tedavi Oncesi
Troponin-I 0,007+0,011
GLS 19,84+3,15
TAPSE(mm) 24+3
Septal E/e 6+3
Lateral E/e 542

Tedavi sonrasi

0,061+0,049
17,9243,72
2213

713

643

<0,001
0.001
0.002
0.005
0.015

4.4. Tedavi sonras1 matur ve immatir miR34a ekspresyon degisimi

Tedavi 0ncesi ve sonrasi miR34a ekspresyonlari fold degisimi olarak daha 6nce method

boliminde belirtildigi gibi livak modeline uygun olarak hesaplandi. Sekil 4.1°de gosterilmis

oldugu Uzere tedavi ile hem matir miR34a hem de immatir miR34a ekspresyonlarinda

istatistik olarak anlamli bir artis olmustur. Mattr/immatir miR34a oranina bakildiginda da

matir komponentin immatire gore anlamli derecede daha fazla arttig1 goriilmiistiir.
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miR34a ve premiR34a degisimi

p<0,001 p<0,05 p<0,05
2.5
2
'—
3
315
<
o~
1
) . l
0
miR34a pre-miR34a mir34a/pre-mir34a
CRre} 1 1 1
ETS 2.5 2.2 2.33

Sekil 4.1 miR34a ve pre-miR34a degisimi

4.5. Miyokardiyal deformite acisindan gruplarin karsilastirillmasi

Literaturde antrasiklin iligkili kardiyotoksisitenin erken taninmasmda sol ventrikul
global longitudinal strain(GLS) analizlerinde bazal degerlerine gore % 10-15’lik bir
azalmanin 6nemli bir yol gosterici oldugu belirtilmistir. Fakat bununla ilgili kesin bir cutoff
deger bulunmamaktadir. Bu sebeple 3 farkli cutoff’a gbre ayri ayr1 analizler yapilarak
sirastyla tablo 4.4, tablo 4.5 ve tablo 4.6 ‘da verilmistir.

Sag ventrikul disfonksiyonunu gosteren TAPSE degerinde istatiksel olarak anlamli
olmayan bir degisim her U¢ cutoff degerinde de gdzlenmektedir. Troponin-1 diizeyindeki
anlamli degisim GLS % 15 cutoff’'unda saptanmaktadir. MiR34a  ve premiR34a
diizeylerindeki degisim istatiksel olarak anlamli bulunmadi. Mir34a/ premiR34a oranindaki

artis istatiksel olarak her Ug¢ cutoff icin de anlamli bulunmasa da dikkati ¢ekmistir.



Sekil 4.2 Antrasiklin Sonras1 GLS degisimi

I — ——

Peak Systolic Strain (Mid! vl
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Tablo 4.4 GLS’de % 10 degisim

Tedavi ile olusan fark GLS<10 GLS>10 p
N=33 N=18
Troponin-I 0,05+0,05 0,06=+0,05 0,421
TAPSE ,72+3,91 2,74+2,79 0,109
Septal E/e 1,0+£1,75 ,89+2,69 0,759
Lateral E/e 0,67+1,68 0,95+2,39 0,935
MiR34a 1,56+2,21 1,64+1,91 0,649
Pre-34a 1,00+2,30 0,994+2,53 0,635
Mir34a/Pre34a ,77+1,51 2,143,12 0,429
Tablo 4.5 GLS’de % 13 degisim
Tedavi ile olusan fark GLS<13 GLS>13 p
N=24 N=17
Troponin-I 0,05+0,04 0,07+0,06 0,199
TAPSE ,9243,63 3,12+2,55 0,077
Septal E/e ,96+1,71 ,9442 54 0,649
Lateral E/e 0,7941,67 9412 54 0,914
MiR34a 1,34+1,99 1,72+1,97 0,44
Pre-34a 1,32+2,56 1,03+2,61 0,40
Mir34a/Pre34a ,62+1,48 2,43+3,14 0,073
Tablo 4.6 GLS’de % 15 degisim
Tedavi ile olusan fark  GLS<15 GLS>15 p
N=28 N=13
Troponin-I 0,04+0,04 0,08+0,06 0,01
TAPSE 1,14+3,41 3,31+2,90 0,095
Septal E/e 1,07£1,76 ,69+2,98 0,989
Lateral E/e 0,79+1,95 1,0+2,31 0,989
MiR34a 1,66+2,16 1,16+1,49 0,88
Pre-34a 1,23+2,42 1,14+2,90 0,54
Mir34a/Pre34a ,94+1,89 2,31£3,28 0,376

30
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4.6. Adriamisin dozu ile EKO parametreleri ve miR34a arasindaki iliski

GLS degisimine gore yapilan kardiyak deformite varligi degerlendirmesinde deformite
olanlar ile olmayan arasinda kimdilatif adriamisin dozu agisindan anlamli  fark
bulunmamaktadir. Fakat kimulatif adriamisin dozu ile TAPSE arasinda orta derecede
korelasyon saptanmigtir( r2=,545 p<0,001). Yani kiimulatif adriamisin dozu arttikca TAPSE
degisimi artmaktadir. Kimdalatif adriamisin dozunu 240mg/m? ve Uzerinde alanlar ile
240mg/m?’nin altinda olanlar karsilastirildiginda miR34a dizeyleri agisindan anlamli bir

farklilik gozlenmemistir.

10,00
o]
8,00 o 0
6,00 o o
o
~ 4,004 o oo o o
g
E Q Q oo Q
g_ 2,00 o OO o
o]
8
04 o0 Q
0 o] o]
-2,00 o 0
(o] 0
-4,00
o] o0
I I 1 I 1
180,00 210,00 240,00 270,00 300,00

adriamisn_m2

Sekil 4.3 Kiimiilatif adriamisin dozu( mg/ m?)-TAPSE korelasyon egrisi

4.7. Tiimor ozellikleri ile miR34a arasindaki iliski

Timor ¢ap1 ve grade’i gbz Oniline alinarak yapilan degerlendirmelerde miR34a
diizeyleri ile farkl gradeler veya caplar arasinda anlamli bir farklilik saptanmamigtir. Yine
timoriin molekiiler 6zelliklerinden olan HER2 , ER ve PR durumlar1 ile miR34a diizeyleri
iliskilendirilememistir. YUksek proliferasyon indeksine sahip grupta miR34a/ pre-mir34a
oraninda, diisiik proliferasyon indeksine sahip gruba gore istatiksel olarak anlamli bir artig
gbzlenmistir. Lenf nodu tutulumu var ise mir34a duzeyinde ve mir34a/ pre- miR34 oraninda

istatiksel olarak anlamliliga yakin bir artig tespit edilmistir



Tablo 4.7 . Ki67 indeksi ve lenf nodu durumu ile miR34a arasindaki iliski

Ki67<30 Ki67>30 p
n=19 n=18
MiR34a 0,91+1,5 2,04+2,22 ,153
Pre-miR34a 1,3+2,5 ,86+2,59 ,159
miR34a/pre-miR34a | ,29+1,13 2,56+3,02 ,007
Lenf nodu yok | Lenf nodu var
n=11 n=30
MiR34a ,716£1,5 1,77+2,05 ,055
Pre-miR34a ,954+2,3 1,29+2,65 859
miR34a/pre-miR34a | ,54+1,5 1,71+2,7 ,063

Tablo 4.8 Tedavi modalitesi ile mir34a diizeyleri arasindaki iliski
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Adjuvan Neoadjuvan Metastatik p
N=26 N=8 N=7
MiR34a 1,3+1,8 2,59+1,96 1,0£2,3 ,072
Pre-miR34a 1,56+2,67 1,32+3 -,294,37 ,049
miR34a/pre-miR34a | 1,10+2,55 2,11+2,80 1,7241,91 ,261
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5. TARTISMA

Erken teshis ve tedavi alanindaki gelismeler meme kanseri tanis1 konan hastalarin yasam
stirelerinde belirgin bir uzama saglamistir. Son 10 yil icinde; yilda ~% 2’lik mortalite
azalmasi ile birlikte, meme kanseri teshisinden 5 yil sonra hayatta kalan kadinlarin orani %
90’m tiizerine ¢ikmistir[2]. Meme kanserinden kurtulan kadinlarin artmasi ile birlikte bu
populasyonda kardiyovaskiiler hastaliklarda artis olmustur[96]. 50 yas ve iizerinde meme
kanserinden kurtulanlar i¢in kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser dig1 6liimlerin % 35’ini
olusturarak kansere bagli olmayan Oliimlerin en biliyiik nedenidir[97]. Kardiyovaskiiler
mortalite ve morbiditenin meme kanserinden kurtulanlarda yiiksek olmasinin 2 dnemli nedeni
vardir. Bunlardan biri; obezite, sigara, yetersiz fiziksel aktivite, kotii beslenme gibi ortak risk
faktorleridir. Digeri ise meme kanseri tedavisinde kullanilan kardiyotoksik ajanlardir[98].
Meme kanseri tedavisinin omurgasini olusturan ajanlardan biri olan antrasiklinlerin
kardiyotoksik etkileri uzun yillardir bilinmektedir. Antrasiklin bazli kemoterapi alan ve kir
saglanan hastalarda kardiyak disfonksiyon bozuklugu ¢ogunlukla tedavi sonrasi 10-
15.y1llarda goriilmektedir[99]. Antrasikline bagl gelisebilecek kardiyotoksisiteyi erken
tanimak ve 6nlem almak burada 6n plana ¢ikmaktadir. Kardiyak troponinler, kardiyomiyosit
hasar1 sonucu saptanmasi nedeniyle bu alandaki ihtiyaci karsilayamamaktadir. Bu amacla

kullanilabilecek biyobelirteg arayis arastirmacilart mikroRNA’lar etrafinda toplamistir.

MiR-34 aile Gyelerinin (miR-34a, -34b ve -34c¢), strese (6rnek :miyokardiyal infarkts)
yanit olarak kalpte upregiile oldugu ve kardiyak fonksiyonda yasa bagli azalmaya katki
sagladig1 gosterilmistir. Ozellikle miR34a, kalpte agirlikli olarak ifade edilen, hiicre dongusd,
apoptoz, yaslanma, farklilasma ve hiicresel gelisim ile ilgili gesitli hedef proteinleri modiile
etmektedir[6, 88]. Desai ve arkadaslari; doksorubisine maruz birakilan fare miyokard
dokusundaki miR34a duzeylerini degerlendirmis ve miR34a’nin troponinlerden farkli olarak
henliz daha kardiyomyosit nekrozu olusmadan erken donemde kalp dokusunda upregiile
oldugunu gostermisler[90]. Piegari ve arkadaslari, doksorubisine maruz kalan ratlarin
kardiyak progenitor hiicreleri de dahil olmak tzere kalp hiicrelerinde miR34a ekspresyonunun
arttiin1  bildirmisler. Bu calismada miR34a’nin rat plazma diizeylerinin de arttiginin
gosterilmesi, doksorubisin iligkili kardiyotoksisite belirteci olabilecegi yoniindeki diisiinceleri
glindeme getirmistir. Mir34a’nin apoptoz ve hiicre dongiisii ilizerine olan etkilerinin ortaya

konmasindan sonra Anti-miR34a ile farmakolojik inhibisyonu rat KPHlerinin canliligi,
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apoptozu ve yaslanmasi tizerine olumlu etkileri gosterilmistir[7]. Mir34a’nin kardiyotoksisite
gostergesi olabilecegi yoniindeki ilk insan ¢alismas1 Fréres ve arkadaslarma aittir. Bu calisma
lokal ileri meme kanseri hastalarinda neoadjuvan tedavi sonrasi dolasimdaki mikroRNA
degisimlerinin ortaya konulmasi amaciyla tasarlanmig fakat ikincil sonu¢ olarak epirubisin
tedavisi sonrasit artan mir34a’nin kardiyak troponin-T ile orta derecede korele oldugu
bulunmustur[92]. Bu tez ¢alismasi devam ederken Fréres ve arkadaslari, lokal ileri meme
kanseri hastalarinda antrasiklin tedavisi ile degisen dolasimdaki kardiyak biyobelirtecleri
incelenmistir. Antrasiklin olarak epirubisinin kullanildig1 bu ¢alismada miR34a duzeyleri
tedavi Oncesinde, ortasinda , bitiminde ve KT tamamlandiktan 3 ay sonra olmak iizere
toplamda 4 kez degerlendirilmis olup en fazla tedavi ortasinda olmak iizere tiim Ol¢iimlerde
miR34a diizeylerinde belirgin bir artis saptanmistir. Fakat miR34a duzeyleri ile SVEF ve

kardiyak troponin T arasinda korelasyon bulunamamistir[100].

Bizim ¢alismamizda da doksorubisin bazli KT alan meme kanseri hastalarinda miR34a
diizeylerinin tedavi sonrasi bazaline gore literatiir ile uyumlu olarak arttigi gosterilmistir.
Fakat Fréres ve arkadaslarinin yaptigi iki ¢calismada da miR34a artig1 bizim ¢alismamizdan
daha yiksektir. Bunun sebebi, bu ¢aligmalardaki hastalar lokal ileri neoadjuvan tedavi alan
meme Kkanseri hastasi iken bizim popiilasyonumuzun yaklasik 2/3’si cerrahi sonrasi adjuvan
tedavi alan hastalardan olugmasi olabilir. Bizim 6rneklememizde de neoadjuvan tedavi alan
hastalarin miR34a diizeyleri ve miR34a/pre34a oranlar1 adjuvan tedavi alanlara gore yiiksek
bulunmustur. Adjuvan tedavi alanlarda tiimor yiikiiniin diisiik olmas1 nedeniyle tedavi ile olan
timor supresor miR34a degisiminin, neoadjuvan olarak tedavi alan lokal ileri meme kanseri
hastalarindan ,daha az olabilecegi diisiinilmektedir. Tiimor baskilayict p53'in DNA hasari
tizerinde hem biiylimeyi durdurdugu hem de apoptozisi destekledigi bilinmektedir. MiR-34a
ise dogrudan p53 tarafindan anti tiimoér fonksiyonlarmi uygulamak igin induklenmektedir.
Antrasiklinlerin neden oldugu DNA kiriklar1 ve p53 aktivasyonu, antrasiklin tedavisi sonrasi

olusan miR-34a upregiilasyonunu agiklayabilir[101].

Bu c¢alisma, miR34a dlzeyleri ile birlikte prekirsori olan pre-miR34a diizeylerinin de
olgiildiigli, immatiir mikroRNAlarin klinik olarak degerlendirildigi literatiirdeki ilk
caligmadir. Tedavi ile miR34a/premiR34a oraninin artmasi doksorubisinin mikroRNA34a
biyogenezinde etkili oldugunu diisiindiirmektedir. Bu ¢ikarimin desteklenmesi i¢in i¢in daha

kapsamli ¢caligmalara ihtiya¢ vardir.
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Hastalarda  olugmasi  Ongorllen  asemptomatik  myokardiyal — deformasyonu
degerlendirmek i¢in troponin-I diizeylerine bakildi ve nokta takip metodu ile
ekokardiyografik olarak strain analizi yapildi. Antrasiklinle iliskili kardiyotoksisitenin
taranmasinda ve saptanmasinda pratikte yaygin olarak ekokardiyografi ile tespit edilen sol
ventrikiil ejeksiyon fraksiyonu (SVEF) kullanilmaktadir. Fakat SVEF’nun teknige bagl
olarak c¢ok degiskenlik gostermesi ve ¢ogunlukla ge¢ donemde etkilenmesi Onemli
kisithiliklaridir[102]. SVEF etkilenmeden oOnce gergeklesen miyokardiyal deformasyonu
gostermede ekokardiyografi strain analizleri giderek artan oranda kullanilmaktadir[103].Biz
de bu amagla hastalarin olas1 kardiyak deformasyon analizlerini tedavi 6ncesi ve sonrasi
degerlendirerek GLS degisim oranlarini hesapladik. Doksorubisin tedavisi sonrasi yapilan
degerlendirmede bazala gére GLS’de anlamli bir azalma ve kardiyak troponin-I’da artma
tespit edildi. Fakat korelasyon analizlerine bakildiginda troponin —I, miR34a, pre-miR34 ve
GLS degisimi arasinda anlamli bir korelasyon saptanamadi. Literatur de miR34a- kardiyak
troponin T arasindaki korelasyonu igeren iki ¢aliyma mevcuttur. ikisini de Férres ve
arkadaslarinin ¢alismasi olup birinde 25 hastalik lokal ileri meme kanseri hastasinda
korelasyon saptanir iken , digerinde 45 lokal ileri meme kanserinde korelasyon

saptanmamistir[92, 100].

Literatlirde caligmalar arasinda kiimulatif antrasiklin dozlar1 arasinda fark olsa da (<300
mg / m?> 350 mg / m? ), diisiik ve yiiksek dozlarin her ikisinde de strain analizlerinde
gerileme oldugu gosterilmistir. Bu da miyokardiyal hasarin diisiik antrasiklin dozlarinda da
olabilecegini vurgulamaktadir[99]. Bizim ¢alismamizda antrasiklin olarak doksorubisin
kullanilmis olup, kiimiilatif doksorubisin dozu 240mg/m? nm (zerinde tedavi alanlar ile
altinda alanlar karsilastirildi. Bu karsilastirma sonucunda, sag ventrikil disfonksiyonunu
gosteren TAPSE parametresi disinda anlamli farklilik saptanmadi. >240mg/ m?'nin Gzerinde
doksorubisin alanlarda sag ventrikill disfonksiyonunun isaretgisi olan TAPSE
parametresindeki degisim daha fazla goOrilmektedir. Antrasiklinlerin sag ventrikil
disfonksiyonuna neden oldugu yénunde galismalar mevcuttur. Sag ventrikil fonksiyonlariin
ihmal edilmemesi, 6zellikle antrasiklin alan hastalarda mutlaka degerlendirilmesi gerektigi

yonunde gorisler literatiirde yer almaktadir[104, 105].

GLS’deki degisime gore olast miyokardiyal deformasyonu tespit edilen hastalar ile
deformasyonu olmadig1 kabul edilen hastalar miR34a, troponin degisimi, septal ve lateral e/é

ve TAPSE degisimi agisindan karsilastirildi. GLS’deki degisim ytizdesi ile ilgili kesin bir cut
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off deger olmamakla birlikte, bu alanda yapilan ¢alismalarin meta analizleri sonucu GLS nin
% 10-15 araliginda degisimi erken kardiyotoksisite prediktorl olarak kabul edilmektedir[44].
Biz de bu verilerden yola ¢ikarak %10-%15% araliginin ortas1 %13 degisimi cutoff kabul
ederek yaptigimiz analizde miR34a/ premiR34a oraninin belirgin arttigini tespit ettik(p=,073).
GLS’nin % 15 degisimi cutoff kabul edildigi zaman myokardiyal deformasyon grubunda
troponin degisiminin istatiksel olarak anlamli derecede arttig1 goriilmistiir(p=0,01).
Miyokardiyal deformasyon gostergesi olarak GLS degisimi cutoff ka¢ alinir ise alinsin
miR34a /premir34a oraninda artis oldugu gorilmiistir. Fakat bu artis istatiksel olarak
anlamliliga ulasamamigtir. Bu durum ¢aligmanin giictintin yeterli olmadigini diisiindiirtmekte

ve daha genis populasyonlarda degerlendirilmeyi haketmektedir.

Ki 67 proliferasyon indeksi >% 30 olanlarda ve lenf nodu pozitifligi olan hastalarda
matiir / immatiir oraninin artt1ig1 saptanmistir. Insan meme kanseri dokusunda yapilan
klinikopatolojik inceleme miR34a’nin az ekspresyonunun ilerlemis tumor klinik evresi ile
iliskili oldugunu gostermistir[106].Genis bir meme kanseri kohortunda, patoloji
preparatlarinda azalmig miR34a ekspresyonun yasam suresi Uzerine olumsuz etkiledigi
bildirilmis[107]. MiR34a ile iligkili en cok calisilan konulardan biri de meme kanseri

hastalarinda prognostik bir belirte¢ olabilecegi yonindedir.

Farkli molekiiler subtipleri ve farkli evrelerdeki hastalari igeren heterojen bir meme
kanseri populasyonunda doksorubisin sonrasi miR34a, prekirsorii pre-miR34a ve matur/
immatiir oranlarint doksorubisin iliskili erken kardiyotoksisite belirteci olarak inceledik.
Klinik olarak daha 6nce benzerine rastlanmamis bu yenilik¢i ¢alismanin hasta sayisi ve kisa
takip siiresi en énemli kisitliliklaridir. Ozellikle matur/ immatiir miR34a oranlarinda belirgin
farklilik saptanmasina ragmen istatiksel anlamlilik elde edilememesi ¢aligmanin glcUnin
yetersiz kalmasi ile iliskilendirildi. Calismaya dahil edilen hastalarin hi¢ birinde EF % 55’in
altina diismemis ve kalp yetmezligi semptomlar1 gelismemistir. Bakmis oldugumuz erken
kardiyotoksisite parametrelerinin tam olarak neyi isaret ettigini 6grenebilmemiz igin bu

hastalarin uzun donem takiplerinin yapilmasi1 gerekmektedir.
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6.SONUC VE ONERILER

1.Doksorubisin tedavisi sonras1 sol ventrikiil sistolik fonksiyonlarini gosteren  global
longitudinal strain ( GLS) Ol¢cuminde ve sag ventrikill fonksiyonlar1 gosteren TAPSE
6lclimlerinde anlamli bir diistis olmustur.

2.Doksorubisin tedavisi sonrasi diyastolik fonksiyonlar1 degerlendiren lateral ve septal e/é
parametrelerinde artma olmustur.

3.Tedavi sonras1t miR34a, pre-miR34a ve matur/ immatir oraninda artis saptanmistir.

4.GLS degisimi, troponin degisimi ve miR34a arasinda korelasyon saptanamamistir.

5.GLS degisimine gore miyokardiyal deformasyonu saptanan hastalarda , saptanamayanlara
gore miR34a/ pre-miR34a oraninda belirgin artig saptanmstir.

6.Bulgular doksorubisin tedavisinin miR34a biyogenezinde etkili oldugunu diisiindiirtmiistiir.

7.Kumdlatif doksorubisin dozu ile GLS, troponin-I ve miR34a dlizeyleri arasinda korelasyon
saptanmaz iken , TAPSE degisimi ile arasinda korelasyon izlenmistir.

8. Doksorubisin dozu arttik¢a sag ventrikil disfonksiyon parametresi olan TAPSE degisimi
de artmustir.

9. Proliferasyon indeksi olan Ki67>%30 olanlarda ve lenf nodu pozitif olan hastalarda
miR34a/ premiR34a duzeyi artmistir.



10.
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