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Doxorubicin, a widely used antineoplastic agent in clinical practice, has a serious
side effect, cardiotoxicity. Due to the risk of life-threatening cardiotoxicity which
limits doxorubicin’s therapeutic potential, diagnosis and prevention of
doxorubicin-induced cardiotoxicity become essential. Free radicals, lipid
peroxidation and antioxidant enzymes are suggested to be mainly involved in
doxorubicin-induced cardiotoxicity pathogenesis. The aim of this study was
evaluation of the pathogenesis of doxorubicin-induced cardiotoxicity and the
effect of melatonin. The study was designed with three groups: in the first
group (n=10 young rabbits) doxorubicin was administered in six equal
intraperitoneal injections over a period of two weeks (cumulative dose 15 mm/
kg). The second group (n=7 young rabbits) who received melatonin (10 mg/
kg/day intraperitoneally) 24 hours before intraperitoneal doxorubicin, and it
was continued seven days after the last dose of doxorubicin. The third group
was the control group (n=7). We measured myocardial and plasma glutathione
peroxidase (GSH-Px), superoxide dismutase (SOD), and malondialdehyde
(MDA) activities and myocardial nitric oxide (NO) activity in our rabbit model.
Serum troponin I (Tn I) and creatine kinase (CK-MB) values were tested for
diagnostic value of cardiotoxicity. Our results suggested that doxorubicin formed
severe cardiotoxicity in young rabbits with 15 mg/kg cumulative doses with
markedly decreased myocardial GSH-Px and increased MDA and NO values.
Melatonin reduced doxorubicin-induced cardiotoxicity by increasing myocardial
GSH-Px and SOD activities. Although serum Tn I and CK-MB levels had
diagnostic values, any change in plasma GSH-Px, SOD and MDA activities was
determined in assessing doxorubicin-induced cardiotoxicity. In conclusion,
decreased antioxidant enzyme levels, increased free radicals and lipid
peroxidation play a major role in the pathogenesis of doxorubicin-induced
cardiotoxicity, and melatonin is an effective antioxidant in reducing doxorubicin-
induced cardiotoxicity.
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ÖZET: Etkin bir antitümör ajan olan doksorubisinin kardiyotoksik yan etkisi,
ilacýn terapötik kullanýmýný kýsýtlamakta, kardiyotoksisitenin belirlenmesi ve
önlenmesi önem kazanmaktadýr. Kardiyotoksisitenin patogenezinden aðýrlýklý
olarak serbest radikallerde ve lipid peroksidasyon ürünlerinde artýþ, antioksidan
enzimlerde azalma sorumlu tutulmaktadýr. Çalýþmada doksorubisine baðlý
kardiyotoksisitenin patogenezini araþtýrýlmasý ve bunun üzerine melatonin
etkisinin araþtýrýlmasý amaçlandý. Çalýþma üç grupta planlandý. Birinci grup (n:
10) genç tavþanlara, 15 günlük süre içerisinde, altý eþit dozda (kümülatif doz
15mg/kg) intraperitoneal doksorubisin, ikinci grup (n: 7) doksorubisinle birlikte
doksorubisinden 24 saat önce baþlanarak ve doksorubisin son dozundan yedi
gün sonrasýna kadar devam etmek üzere; melatonin (10 mg/kg/gün



Kanser tedavisinde kullanýlan doksorubisin, yan
etkisi fazla olan etkili bir kemoterapik ajandýr.
Kardiyotoksisite en önemli yan etkisi olup ilk
kez doksorubisin tedavisi alan çocuklarda kalp
etmezliði geliþtiðinin fark edilmesiyle dikkati
çekmiþtir. Doksorubisine baðlý kardiyotoksisite
geliþtiðinde kan basýncý, elektrokardiyografi
deðiþiklikleri gibi hafif semptomlarýn yaný sýra
konjestif kalp yetmezliði, disritmi, miyokardit,
perikardit ve kardiyomiyopati gibi aðýr bulgular
görülebilir1,2.

Doksorubisine baðlý kardiyotoksisitenin
patogenezi tam olarak açýklanamamýþ, histo-
patolojik bulgularýn deðiþken olmasý bir çok
faktörün etkili olduðunu düþündürmüþtür1.

Çalýþmalarda elde edilen bulgular, doksoru-
bisine baðlý kardiyotoksisitenin patogenezinde;
serbest radikal oluþumunun, antioksidan
enzimlerde azalmanýn ve lipid peroksidas-
yonunda artmanýn rol oynuyor olabileceðini
desteklemektedir1,2. Patogenezde sorumlu
tutulan serbest radikaller süperoksit, hidroksil
radikalleri ve nitrik oksittir (NO). Serbest
radikallerin indüklediði malondialdehit (MDA)
gibi lipid peroksidasyon ürünlerinin de olaya
katkýsý olduðu gösterilmiþtir1,3. Doksorubisinin
serbest radikal oluþumuna neden olmasý
yanýnda; glutatyon peroksidaz (GSH-Px),
süperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz gibi
antioksidan enzimleri azaltarak kardiyotoksisiteye
neden olduðu da gösterilmiþtir1.

Doksorubisine baðlý kardiyotoksisitenin
patogenezinde serbest radikal ve antioksidan
enzimlerin rol oynadýðýna ait bulgularýn
belirlenmesi, antioksidan tedavi denemelerini
gündeme getirmiþtir2.

Doksorubisine baðlý kardiyotoksisitenin önlen-
mesine yönelik ilk çalýþmada Van Vleet ve
arkadaþlarý4 tavþanlara doksorubisinle birlikte
antioksidan olarak selenyum ve E vitamini
vermiþler, on haftalýk çalýþma döneminde
selenyum ve E vitamininin doksorubisine baðlý
kardiyotoksisiteyi azalttýðýný belirlemiþlerdir. Bu
çalýþmayý kalsiyum kanal blokörü, koenzim Q,
deksrazoksan (ICRF-187) ve melatonin gibi
ajanlarýn denendiði çalýþmalar izlemiþtir5.

Melatonin pineal bezde bir amino asit olan
triptofan'dan sentezlenir. Melatonin etkilerini
vücutta baþlýca beyin olmak üzere çoðunluðu
periferik dokularda bulunan özgün reseptörleri
aracýlýðý ile gösterir. Melatoninin hücreleri,
dokularý ve organlarý serbest radikal oluþturan
ajan ve olaylar (potasyum siyanid, L-sistein,
aþýrý egzersiz, karbon tetraklorid, iskemi-α-
reperfüzyon, protein ve iyonize radyasyon gibi)
sonucu geliþen oksidatif zedelenmeye karþýn
koruduðu gösterilmiþtir6,7. Melatoninin çeþitli
serbest radikalleri ve serbest oksijen radikal-
lerini (OH radikali, peroksinitrit ve nitrik oksid
gibi) detoksifiye ettiði ve endojen en potent
hidroksil radikal temizleyicilerinden biri olduðu

intraperitoneal) verilerek oluþturuldu. Üçüncü grup ise kontrol grubu (n: 7) olarak
planlandý. Kardiyotoksisitenin patogenezindeki etkinliklerinin belirlenmesi
amacýyla miyokard ve plazma glutatyon peroksidaz (GSH-Px), süperoksit dismutaz
(SOD), malondialdehit (MDA) ve miyokardiyal nitrik oksit (NO) düzeyleri ile
kardiyotoksisite tanýsýndaki etkinliklerinin belirlenmesi amacýyla serum troponin
I ve kreatin kinaz MB (CK-MB) düzeyleri çalýþýldý. Histopatolojik olarak
miyokardiyal hücre zedelenmesinin geliþip geliþmediði araþtýrýldý. Doksorubisin
verilen genç tavþanlarda histopatolojik olarak aðýr kardiyomiyopati geliþtiði;
miyokardiyal GSH-Px’in azaldýðý, MDA ve NO düzeylerinin yükseldiði saptandý.
Doksorubisinle birlikte melatonin verilen grupta miyokardiyal GSH-Px ve
SOD’nin yükseldiði, histopatolojik olarak melatoninin aðýr kardiyomiyopatiyi
önlediði saptandý. Gruplar arasýnda plazma GSH-Px, SOD ve MDA düzeyleri
açýsýndan fark bulunmadý. Serum troponin I (CK-MB) düzeylerinin, sadece aðýr
kardiyotoksisite geliþen grupta arttýðý, antioksidan verilen gruplarda deðiþmediði
görüldü. Sonuç olarak doksorubisine baðlý kardiyotoksisitenin patogenezinde
miyokardiyal antioksidan enzimlerde azalma, serbest radikallerde ve lipid
peroksidasyon ürünlerinde artmanýn rol oynayabileceði belirlenmiþ ve
melatoninin doksorubisine baðlý aðýr kardiyotoksisiteyi önleyebileceði
gösterilmiþtir. Ayrýca sonuçlar serum troponin I ve kreatin kinaz MB düzeylerinin,
aðýr kardiyotoksisitesinin tanýsýnda kullanýlabileceðini göstermektedir.

Anahtar kelimeler: doksorubisin, nitrik oksit, glutatyon peroksidaz, malondialdehit,
melatonin.
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bildirilmektedir6,8. Glutatyon peroksidaz,
glutatyon redüktaz ve SOD gibi antioksidan
enzimleri stimüle ettiði, nitrik oksid sentetaz
gibi oksidatif enzimlerin sentezinde ise inhibitör
etki yaptýðý belirlenmiþtir8,9.

Melatonin hücrenin mitokondrisine nüfuz
edebilen bir antioksidan olup, mitokondrileri de
oksidasyon zedelenmesinden koruyabilmektedir.
Melatonin OH radikali ile karþýlaþtýðýnda toksik
etkisi çok düþük olan indolil radikaline dönüþür.
Melatonin ile diðer indollerin (serotonin, N-
asetil serotonin, 5-metoksimelatonintamin)
antioksidan özellikleri karþýlaþtýrýldýðýnda,
melatoninin antioksidan özelliðinin, bu
moleküllerin antioksidan özelliklerinden
belirgin olarak yüksek olduðu görülmüþtür.
Melatonin, diðer OH radikali temizleyicilerinden
mannitol ve glutatyon ile karþýlaþtýrýlmýþ;
melatoninin antioksidan etkisinin glutatyondan
beþ kat, mannitolden 15 kat daha güçlü olduðu
belirlenmiþtir8,9.

Melatoninin doksorubisinin kardiyak toksi-
sitesini azaltýcý etkisi olduðunu ilk kez
Morishima ve arkadaþlarý10 belirlemiþ, bu etkiyi
lipid peroksidasyonunu önleyip, antioksidan
enzim aktivitelerini arttýrarak saðladýðýný
bildirmiþlerdir. Bir baþka çalýþmada da doksoru-
bisin tarafýndan indüklenen kardiak zedelen-
menin, melatoninin düþük farmakolojik dozlarý
ile de önlenebildiði bildirilmiþtir11.

Çalýþmada melatoninin bu özelliklerinden
yaralanarak doksorubisine baðlý kardiyotoksisite
geliþmesinin önlenmesi amaçlandý. Bu amaçla
tavþanlarda deneysel olarak doksorubisine baðlý
kardiyotoksisite oluþturulmasý ve melatonin
verilerek doksorubisinin olumsuz etkilerinin
önlenmesi planlandý.

Materyal ve Metot

Çalýþma, Erciyes Üniversitesi Týp Fakültesi
Biyokimya, Patoloji ve Çocuk Saðlýðý ve
Hastalýklarý Anabilim Dallarýnýn iþbirliði ile
Hakan Çetinsaya Deneysel Araþtýrma Merkezi
Laboratuvarlarý’nda gerçekleþtirildi.

Çalýþmada yaþlarý 60-90 gün arasýnda, New
Zeland White cinsi toplam 24 erkek tavþan
kullanýldý. Hayvanlar bir haftalýk adaptasyon
döneminden sonra üç gruba ayrýldý. Doks grubu;
sadece doksorubisin uygulanan grup (n=10);
Doks+Mel grubu: doksorubisin ile birlikte
melatonin uygulanan grup (n:7); kontrol grubu
distile su uygulanan grup (n=7).

Doksorubisin uygulamasý: Doksorubisin
(Adriablastina, Pharmacia) 10 mg’lýk flakonda,
5 ml distile su ile sulandýrýlarak, hayvan model-
lerinde belirlenen total kümülatif doza göre12

her gün ayný saatte olmak üzere 2.5 mg/kg/gün,
gün aþýrý, altý eþit dozda, total kümülatif doz
15 mg/kg olacak þekilde, intraperitoneal olarak
verildi.

Doksorubisin+Melatonin uygulamasý: Doksorubisin
Doks grubuna verildiði þekilde, melatonin
(Sigma Chemical Company, Sigma,
St.Louis, MO) 10 mg/kg/gün (farmakolojik doz
2.5-10 mg/kg)13 olacak þekilde doksorubisine
baþlanmadan bir gün önce baþlanarak, son
doksorubisin dozundan sonra yedi gün daha
devam edilecek þekilde, 20 gün süreyle,
intraperitoneal olarak verildi.

Toz halinde olan melatonin, absolü etil alkol
içinde sulandýrýlýp, günlük dozlar ayrý tüplere
konularak –70°C'de saklandý. Günlük doz,
uygulamadan önce buzluktan çýkarýldý ve oda
ýsýsýnda iki saat bekletildikten sonra kullanýldý.

Kontrol grubu: Sadece distile su doksorubisinin
sulandýrýldýðý eþ deðer miktarda gün aþýrý, altý
dozda uygulandý.

Örneklerin alýnmasý ve hazýrlanmasý

Kan örnekleri: Sýfýrýncý gün kan örnekleri adap-
tasyon döneminin sonunda, ilaç uygulamalarýna
baþlanmadan 24 saat önce alýndý. Yirmibirinci
gün kan örnekleri Doks grubunda doksorubisin
tedavisinin son dozundan sekiz gün sonra,
Doks+Melatonin gruplarýnda doksorubisin
tedavisinin son dozundan sekiz gün, mela-
toninýn son dozundan 24 saat sonra alýndý.

Kan örnekleri tavþanlarýn kulak venlerinden,
antikoagulan içermeyen bir tüpe 2 ml ve
heparinli bir tüpe 4 ml olacak þekilde alýndý.
Antikoagulan içermeyen tüpe alýnan kan
örnekleri 3000 rpm’de 10 dk santrifüj edilerek
serumlarý ayrýldý ve serum örnekleri –70°C’de
saklandý. Serum örneklerinde keratin kinaz MB
(CK-MB) ve troponin I düzeyleri çalýþýldý.
Heparinli tüpe alýnan kan örnekleri 0°C’de 15
dk santrifüj edilerek plazmalarý ayrýldý ve plazma
örnekleri çalýþýlmak üzere –70°C’de saklandý.
Plazma örneklerinde GSH-Px, SOD ve MDA
düzeyleri çalýþýldý.

Doku örnekleri: Yirmibirinci gün kan örnekleri
alýndýktan hemen sonra midazolam ile sedatize
edilip, kulak veninden 2 ml potasyum klorür
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verilerek öldürülen tavþanlar, öldürüldü.
Kalpleri hýzla çýkarýlarak soðuk suyla yýkandý ve
sol ventrikülden iki parça doku örneði alýndý.
Örneklerden biri hýzla kuru bir spanca sarýlarak
doku GSH-Px, SOD, MDA ve NO düzeyleri
çalýþýlmak üzere –70°C’de saklandý. Ýkinci örnek
%10’luk formol içerisine konularak histo-
patolojik deðerlendirme için saklandý.

Biyokimyasal incelemeler

Serum CK-MB düzeyi, Konelab 60Ý otoanalizör
ile Medkim firmasýnýn CK-MB düzeyleri ölçümü
için ürettiði reagent kitler kullanýlarak 0.5 cc
serumda, serum troponin I düzeyleri ise
Innotrac Aio Immunoanalyzer cihazýnda
Innotrac Aio TM Troponin I Analyte Pen kiti
ile 0.5 cc serumda çalýþýldý.

Plazma ve miyokardiyal GSH-Px aktivitesi; GSH-
Px tarafýndan katalizlenen bir reaksiyonda H2O2
ile glutatyonun (GSH) oksidasyon hýzýnýn
ölçülmesi esasýna dayanan Paglia ve
Valentine’nin14 birleþik enzimatik yöntemi ile
ölçüldü. Doku GSH-Px aktivitesi miyokardiyal
homojenatýnýn (1/4 w/v) 13200 rpm’de 30 dk
santrifüjlenmesiyle elde edilen süpernatantýn
fosfat tamponu (0.05 M, pH = 7.4) ile 1/10
oranýnda dilüe edilip, 0.05 ml’si kullanýlarak
incelendi.

Plazma ve miyokardiyal SOD aktivitesi tayininde
Sun ve arkadaþlarý15 tarafýndan geliþtirilen
“süperoksit üreticisi olarak ksantin oksidaz
sisteminin kullanýlmasý ve nitroblue tetra-
zoliumun (NBT) redüksiyonunun inhibe
edilmesi” esasýna dayanan yöntem kullanýldý.
Doku SOD aktivitesi miyokardiyal homo-
jenatýndan elde edilen süpernatanýn 0.05
ml’sinin, 0.01 M fosfat tamponu (pH:7.4) ile
1/10 oranýnda dilüe edilerek incelendi.

Plazma MDA aktivitesi Stocks ve Dormandy16

tarafýndan geliþtirilen ve Jain17 tarafýndan
modifiye edilen temel ilkesi “lipid perok-
sidasyonu sonucu açýða çýkan MDA’in
tiyobarbitürik asit (TBA) ile reaksiyona girerek
532 nm dalga boyunda maksimum absorbans
veren renkli bir kompleks oluþturmasý” esasýna
dayanan yöntem kullanýlarak bakýldý. Doku
MDA düzeyi Ohkawa ve arkadaþlarý18 tarafýndan
geliþtirilen yönteme göre bakýldý.

Doku NO düzeyi için dondurularak saklanan
miyokardiyal homojenatýndan elde edilen
süpernatantlarýn 0.05 ml’si, Somogyi reaktifi
(%10 ZnSO4 ve 0,5 N NaOH) ile 1/4 (v/v)

oranýnda seyreltilerek ve deproteinize edilerek,
+ 4°C’de 1500 rpm de 10 dakika santrifüj
edildi19. Elde edilen deproteinize süpernatant-
lardan NO (NO2 + NO3) tayini yapýldý.

Griess reaksiyonu, nitrat (NO3) iyonlarýna
spesifik olmadýðýndan süpernatantda bulunan
nitrat (NO3) önce nitrite (NO2) redüklendi ve
sonra nitrit üzerinden hazýrlanan nitrat standart
grafiðinden miktar tayini yapýldý20.

Histopatolojik incelemeler

Formol ile fikse edilen miyokard dokularý
patoloji laboratuvarýnda deðerlendirildi. Rutin
iþlemlerinden geçirilen dokulardan, parafin
bloklar elde edildi. Her örnekten mikrotom ile
5-6 µm kalýnlýðýnda doku kesitleri alýndý. Doku
kesitleri hemotoksilen-eozin histokimyasal
boyama yöntemi ile boyandý. Hemotoksilen-
eozin ile boyanan preparatlar ýþýk mikroskobu
ile incelendi. Histopatolojik deðiþikliklerin
aðýrlýðýna göre skorlama yapýldý. Aþaðýda
belirtilen her histopatolojik deðiþiklik için 1
puan verildi21:

– Miyokard liflerinde þiþme ve intertisiyel
ödem (+1),

– Miyokard liflerinde disorganizasyonu (+1),
– Miyokard liflerinde nekroz (+1),
– Miyokard liflerinde vakuolizasyon (+1),
– Miyokard liflerinde hiçbir deðiþiklik yoksa

(+0).

Kardiyomiyopati derecesinin aðýrlýðý, toplam
puana (0 ile 3) göre yapýldý:

– 0 puan: kardiyomiyopati yok,
– 1 puan: hafif derecede kardiyomiyopati,
– 2 puan: orta derecede kardiyomiyopati,

Tüm istatistiksel analizler SPSS 10.0 paket
programý kullanýlarak yapýldý. Tüm parametreler
istatistiksel analizlerde nonparametrik testler
kullanýldýðý için ortanca (en düþük-en yüksek)
olarak ifade edildi. Gruplar arasý karþýlaþtýrmada
Kruskal-Wallis testi ve Mann-Whitney U testi,
grup içi karþýlaþtýrmada ise Wilcoxon signed
ranks testi kullanýldý. Tüm istatistiksel analiz-
lerde p<0.05 deðerleri istatistiksel olarak
anlamlý kabul edildi.

Bulgular

Çalýþmaya Doks grubunda on, Doks+Mel
grubunda yedi, kontrol grubunda yedi tavþan ile
baþlandý. Çalýþma Doks grubunda on,
Doks+Mel grubunda yedi, kontrol grubunda
yedi tavþan ile bitirildi. Doks grubunda sýfýrýncý.
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gün ve 21. gün serum CK-MB ve troponin I,
plazma MDA, SOD, GSH-Px düzeyleri Tablo I'de
gösterildi. Tedavi öncesi, ve sonrasý deðerleri
kýyasladýðýmýzda troponin, CK-MB düzey-lerinin
21. gün sonunda istatistiksel olarak anlamlý
þekilde yükselmiþ olduðu saptandý (p<0.05).
Diðer parametrelerde deðiþiklilik olmadýðý
belirlendi (Tablo I).

Doks+Mel grubunda deðerlerde anlamlý
deðiþiklik olmadýðý belirlendi (p<0.05; Tablo II).

Her iki grubun deðerleri birbiriyle kýyas-
landýðýnda 21. günde Doks gubunda troponin
ve CKMB deðerlerindeki yüksekliðin Doks+Mel
grubuna göre anlamlý olduðu saptandý
(p<0.05).

Doku MDA, NO, SOD ve GSH-Px deðerleri
Doks, Doks+Mel ve kontrol gruplarýnda
incelendi ve bu parametrelerin gruplar
arasýndaki deðerleri birbirleriyle kýyaslandý.
MDA’nýn Doks ve Doks+Mel gruplarýndaki

deðerlerinin kontrol grubuna göre anlamlý
yüksek olduðu saptandý (p<0.05). NO’nun
Doks ve Doks+Mel grubu deðerlerinin kontrol
grubundan istatistiksel olarak anlamlý yüksek
olduðu belirlendi (p<0.05). SOD deðerleri
incelendiðinde Doks ve Doks+Mel grubu
deðerlerinin kontrol grubuna göre, Doks+Mel
grubu deðerinin ise Doks grubuna göre anlamlý
yüksek olduðu ve GSH-Px’in deðerleri
incelendiðinde ise kontrol ve Doks+Mel
gruplarýnýn deðerlerinin Doks grubuna göre
anlamlý artmýþ olduðu saptandý (p<0.05;
Tablo III).

Doks grubunun kardiyomiyopati skoru 3 (aðýr
kardiyomiyopati), Doks+Mel gruplarýnýn
kardiyomiyopati skoru 1 (hafif kardiyo-
miyopati), kontrol grubunun kardiyomiyopati
skoru 0 olarak bulundu (Tablo IV). Gruplarýn
histopatolojik bulgularý karþýlaþtýrýldýðýnda Doks
grubu kardiyomiyopati skorunun diðer gruplarýn
kardiyomiyopati skoruna göre istatistiksel

Tablo II. Doks+Mel grubunda (n: 71) 0. gün ve 21. gün serum CK-MB ve troponin I,
plazma MDA, SOD, GSH-Px düzeyleri

0. gün 21. gün p deðeri

Troponin I (ng/mL) 0.21 (0.17-0.35) 0.21 (0.16-0.28) >0.05
CK-MB (U/I) 2539 (1726-4106) 2324 (1401-4809) >0.05
MDA (µmol/L) 0.30 (0.13-1.04) 0.56 (0.29-1.41) >0.05
SOD (U/L) 1.25 (1.13-1.51) 1.26 (0.93-1.49) >0.05
GSH-PX (U/mL) 0.25 (0.10-0.39) 0.24 (0.18-0.84) >0.05

Ortanca (en düþük - en yüksek)

Tablo I. Doks grubunda (n: 10) 0. gün ve 21. gün serum CK-MB ve troponin I,
plazma MDA, SOD, GSH-Px düzeyleri

0. gün 21. gün p deðeri

Troponin I (ng/mL) 0.22 (0.17-0.26) 0.27 (0.24-0.56) <0.05
CK-MB (U/I) 2080 (1043-4059) 4123 (2542-5981) <0.05
MDA (µmol/L) 0.52 (0.11-0.78) 0.69 (0.27-1.41) >0.05
SOD (U/L) 1.31 (1.15-1.42) 1.24 (0.97-1.44) >0.05
GSH-PX (U/mL) 0.18 (0.11-0.38) 0.26 (0.08-0.43) >0.05

Ortanca (en düþük - en yüksek)

Tablo III. Doks, Doks+Mel ve kontrol gruplarýnda doku MDA, SOD, NO ve GSH-Px deðerleri

MDA NO SOD GSH-Px
Grup n (nmol/µg protein) (µmolx10-3/µg protein) (U/µg protein) (mU/µg protein)

Doks 10 0.056 (0.031-0.087)a 0.13 (0.06-0.26)a 5.42 (2.58-7.63)a 2.4 (1.3-7.6)
Doks + Mel 7 0.038 (0.029-0.062)a 0.07 (0.04-0.13)a,b 6.95 (4.30-12.48)a  6.7 (3.8-10.7)a,b

Kontrol 7 0.027 (0.017-0.042) 0.03 (0.02-0.05) 4.97 (3.04-7.26) 4.6 (2.2-5.0)b

Ortanca (en düþük - en yüksek)
a p<0.05, kontrol grubu ile kýyaslandýðýnda, bp<0.05 Doks grubu ile kýyaslandýðýndýðýnda.
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olarak anlamlý oranda yüksek olduðu (p<0.05)
belirlendi. Doks grubunda bir miyokard
dokusunda kardiyomiyopati bulgularý ile birlikte
bakteri kümeleri görüldü.

Tartýþma

Etkin bir antitümör ajan olan doksorubisinin
kardiyotoksik yan etkisi, antitümör etkisinden
en yüksek düzeyde faydalanýlmasýný engel-
lemekte, kardiyotoksik etki nedeniyle antitümör
etkinin kýsýtlanmasý, kardiyotoksisitenin
önlenmesi çalýþmalarýný gündeme getirmektedir.
Doksorubisine baðlý kardiyotoksisitenin
önlenmesine yönelik çalýþmalar daha çok
deneysel çalýþmalar olup; fare, sýçan, tavþan,
domuz ve köpeklerde yapýlan çalýþmalarda,
doksorubisinle oluþturulan kardiyotoksisitenin
klinik ve morfolojik özelliklerinin insan-
lardakine benzer olduðu belirlenmiþtir5.
Çalýþmada tavþan modeli tercih edilmiþ ve
çocukluk çaðýnda kullanýlan doksorubisinin
kardiyotoksik etkisini yansýtmasý açýsýndan genç
tavþanlar seçilmiþtir. Doksorubisin dozu hayvan
modellerinde (tavþan ve sýçan) belirlenen total
kümülatif doza (15 mg/kg) uygun veril-
miþtir5,12.

Çalýþmada sadece doksorubisin verilen grupda
histopatolojik olarak miyokardiyal fibrillerde
þiþme ve interstisiyel ödem, disorganizasyon ve
nekrozdan oluþan bulgularýn olmasý ile aðýr
kardiyomiyopati geliþtiði saptanmýþtýr. Miyo-
kardiyal fibrillerde þiþme ve interstisiyel ödem,
miyokardiyal fibrillerin disorganizasyonu, ve
nekrozundan oluþan histopatolojik bulgular
literatürdeki bulgularla benzerlik göster-
mektedir12,21. Doks+Mel grubunda yapýlan
histopatolojik deðerlendirmede normal
miyokard dokusu yanýnda sadece miyokardiyal
fibrillerde þiþme, interstisiyel ödem ve
disorganizasyondan oluþan hafif kardiyo-
miyopati bulgusu saptandý. Bu durum mela-

toninin doksorubisine baðlý kardiyotoksisiteyi
tam olarak önlemese de oldukça gerilettiðini
düþündürmektedir.

Çalýþmada doksorubisine baðlý miyokardiyal
zedelenmenin belirlenmesinde, klinikte
kullanýlan, invaziv olmayan serum CK-MB ve
troponin I düzeylerinin tanýsal deðeri de
deðerlendirilmiþtir. Çalýþmada Doks grubunda
çalýþma sonu CK-MB düzeylerinde istatistiksel
olarak anlamlý artýþ saptanmasý literatürdeki
çalýþmalarla uyumlu bulunmuþtur12. Hafif
kardiyomiyopati saptanan Doks+Mel grubunda
çalýþma sonu serum CK-MB düzeylerinde artýþ
tesbit edilmemesi, minör miyokardiyal
zedelenmenin belirlenmesinde serum CK-MB
düzeylerinin yeterli olmadýðýný düþün-
dürmüþtür.

Doksorubisine baðlý kardiyotoksisitenin
belirlenmesinde, CK-MB ile ilgili yeterli çalýþma
olmasýna raðmen; troponin I düzeylerinin
tanýsal deðeri ile ilgili çok az sayýda çalýþma
vardýr. Mathew ve arkadaþlarý22 malign hasta-
larda 375 mg/m2’lik kümülatif dozlarýn
üzerinde asemptomatik miyokardiyal hasarýn
tespitinde serum troponin I düzeylerinin
belirleyici olduðunu bildirmiþlerdir. Herman ve
arkadaþlarý23 sýçanlarda 7 mg/kg kümülatif
dozda serum troponin T düzeylerinde artýþ
saptadýklarýný belirtmekle birlikte, serum
troponin I düzeylerinin deðerlendirildiði veya
kümülatif doz karþýlaþtýrýlmasý yapýlmýþ
deneysel çalýþmaya rastlanmamýþtýr. Çalýþ-
mamýzda Doks grubunda, troponin I
düzeylerinde istatistiksel olarak anlamlý artýþ
saptanmýþ, bu bulgu serum troponin I düzey-
lerinin kardiyomiyopatinin biyokimyasal
göstergesi olabileceði görüþünü desteklemiþtir.
Ancak hafif kardiyomiyopati saptanan
Doks+Mel grubunda 21. gün troponin I
düzeylerinde yükselme bulunmamýþtýr. Bu
nedenle troponin I’nýn minör miyokardiyal
zedelenmeyi göstermede yetersiz kaldýðý
düþünülmüþtür.

Doksorubisine baðlý kardiyotoksisitenin pato-
genezi tam olarak açýklanamamýþ. Bulgular,
kardiyotoksisite geliþmesinde serbest radikal-
lerin açýða çýkmasýnýn ve antioksidan enzimlerin
azalmasýnýn önemli rol oynadýðýný ortaya
koymuþtur1,2. Çalýþmamýzda aralýklý doz
doksorubisin uygulamasýnýn (2.5 mg/kg/
günaþýrý); serbest radikal, lipid peroksidasyonu
ve antioksidan sistem üzerine etkileri de

Tablo IV. Gruplarýn histopatolojik kardiyomiyopati
skorlamasý

Grup n Kardiyomiyopati skoru

Doks. 10 3.0 (2.0 - 3.0)a,b

Doks+Mel 7 1.0 (1.0 - 2.0)a,b

Kontrol 7 0.0 (0.0 – 0.0)ba,

Ortanca (en düþük - en yüksek).
a p<0.05, Kontrol Grubu ile kýyaslandýðýnda; b p<0.05, Doks
Grubu ile kýyaslandýðýnda.
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deðerlendirilmiþtir. Doksorubisine baðlý
kardiyotoksisite oluþturulan çalýþmalarda son
doksorubisin enjeksiyonundan üç hafta sonra
antioksidan sistem ve lipid peroksidasyonu
deðerlendirilmiþ ve doksorubisinin kronik
süreçte kalp doku GSH-Px’ýný azalttýðý ve lipid
peroksidasyon ürünlerini artýrdýðý belir-
lenmiþtir24,25.

Kardiyomiyositleri serbest oksijen radikallerine
karþý koruyan major antioksidan enzim GSH-
Px’dýr26. Çalýþmamýzda sadece doksorubisin
verilen grupta kalp doku GSH-Px düzeylerinin
azalmýþ olduðu bulunmuþ, bu bulgu dok-
sorubisin kardiyotoksisitesinin patogenezinde
GSH-Px’ýn azalmasýnýn primer rolü olduðu
görüþünü teyit etmiþtir. Li ve Singal27 15 mg/
kg kümülatif dozda doksorubisin verdikleri
ratlarda doksorubisinin son dozundan sonra
ikinci saatten itibaren GSH-Px enzim
aktivitesinde azalma saptadýklarýný, Yin ve
arkadaþlarý28 ise doksorubisini 15 mg/kg tek doz
olarak verdiklerinde GSH-Px aktivitesinin
deðiþmediðini bildirmiþlerdir. Bulgularýmýz Li ve
Singal'in27 bulgularý ile uyumlu, Yin ve
arkadaþlarýnýn28 bulgularý ile uyumlu deðildir.
Bu farklýlýðýn Yin ve arkadaþlarýnýn28 kümülatif
dozu tek doz olarak vermesinden kaynaklanýyor
olabileceði düþünülmüþtür. Çalýþmamýzda
doksorubisinle birlikte melatonin kullandýðýmýz
grupta kalp doku GSH-Px aktivitesi korun-
muþtur. Histopatolojik olarak da kardiyo-
toksisitenin geriletilmiþ görülmesi, kalpdeki
artmýþ GSH-Px aktivitesi ile açýklanmýþtýr.

Dalloz ve arkadaþlarý29 sýçanlarda dokso-
rubisin+radyasyon’un kardiyak fonksiyonlar ve
antioksidan sistemleri üzerine olan etkilerini
deðerlendirdikleri çalýþmalarýnda, sadece
doksorubisin verilen grupda, son doksorubisin
dozundan 24 saat ve 30 gün sonraki plazma ve
doku SOD düzeylerinde azalma veya artýþ
olmadýðýný, kontrol grubu ile benzer
bulduklarýný bildirmiþlerdir. Iliskovic ve
arkadaþlarý30 doksorubisin son dozundan üç
hafta sonra kalp doku, SOD düzeylerinde
deðiþiklik olmadýðýný, doksorubisinle birlikte
antioksidan olarak probukol verilen grupda
doku SOD düzeyinin anlamlý oranda arttýðýný
bildirmiþlerdir. Çalýþmamýzda antioksidan
etkinliklerini deðerlendirmek istediðimiz
melatonin grubunda kontrol grubuna göre kalp
doku SOD düzeylerinde artýþ olduðunu
belirledik. Bu artýþ kompansatuar mekanizmaya
baðlansa da, Doks grubuna göre istatiksel olarak

anlamlý olmasý dikkat çekici idi. Çalýþmalardaki
bulgular ve bizim bulgularýmýz SOD’nin
doksorubisine baðlý kardiyotoksisitenin pato-
genezinde rolünün az olsa da, önlenmesinde
etkin olduðunu düþündürmektedir.

Doksorubisinin serbest radikal aracýlýðýyla
oluþturduðu kardiyak zedelenmenin bir diðer
mekanizmasýnýn da lipid peroksidasyonu olduðu
düþünülmektedir1. Literatürde doksorubisine
baðlý kardiyotoksisitenin patofizyolojisinden
kalp doku MDA düzeylerinde yükselmenin
sorumlu tutulduðu çok sayýda çalýþma
bildirilmiþtir24,25,31. Bazý araþtýrmacýlar CK-MB
ve LDH gibi kardiyak enzimlerdeki yükselmeyi
kardiyak membranlarýn doksorubisine baðlý
lipid peroksidasyonuna uðramalarý sonucu
enzim salýnýmýnýn olmasýna baðlamýþlardýr12.
Çalýþmamýzda da kontrol grubu ile karþýlaþ-
týrýldýðýnda doksorubisin grubunda MDA
düzeylerinde anlamlý artýþ belirlenmiþ, bu bulgu
doksorubisine baðlý kardiyotoksisitenin
patogenezinde lipid peroksidasyon ürün-
lerindeki artýþýnda etkili olduðu görüþünü
desteklemiþtir. Çalýþmamýzda ise kullandýðýmýz
melatoninle kalp doku MDA düzeylerinde
azalma bulmadýk. Bu sonuç melatoninin
antioksidan etkinliðini lipid peroksidasyonunu
engelleyerek yapmadýðýný düþündürmektedir.

Doksorubisine baðlý kardiyotoksisitenin pato-
genezinde sorumlu tutulan NO ve peroksinitrit
ile ilgili ilk çalýþma Weinstein ve arkadaþlarý32

tarafýndan yayýnlanmýþtýr. Weinstein ve
arkadaþlarý32 20 mg/kg intraperitoneal tek doz
doksorubisin verdikleri farelerde, kalp
dokusunda NO sentetaz II enziminde artýþ
olduðunu ve son doksorubisin dozundan beþ
gün sonra da, doksorubisine baðlý oksidatif
olayýn devam ettiðini, kardiyak dokuda proteine
baðlý peroksinitrit radikallerinde artýþ
saptadýklarýný bildirmiþlerdir. Fadýllýoðlu ve
arkadaþlarý33 ile Aldieri ve arkadaþlarýnýn34

yaptýklarý çalýþmalarda da bu sonucu destekler
bulgular elde edilmiþtir. Çalýþmamýzda kalp
doku NO düzeyi ile ilgili bulgularýmýz literatürle
uyumlu olup, Doks grubunda NO düzeyleri;
kontrol, doks+mel grubuna göre istatistiksel
olarak yüksek bulunmuþtur. Bu bulgu,
doksorubisine baðlý kardiyotoksisitenin
patogenezinde NO’in rolünün olduðu görüþünü
desteklemiþ, melatoninin NO sentezini
azaltarak antioksidan aktivite saðlýyor
olabileceðini düþündürmüþtür.
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Çalýþmamýzda kalp doku GSH-Px, SOD ve MDA
düzeyleri ile birlikte plazma GSH-Px, SOD ve
MDA düzeyleri de belirlenmiþtir. Ömürleri kýsa
olan ve oluþtuklarý dokuda etkin olan
antioksidan enzimlerin ve serbest radikallerin
doku düzeylerinin tanýsal deðeri plazma
deðerlerinden kýymetlidir. Ancak klinikte
plazma deðerlerinin belirlenmesi doku
deðerlerinin belirlenmesinden daha pratik
olacaktýr. Çalýþmamýzda plazma GSH-Px, SOD
ve MDA düzeyleri açýsýndan gruplarýn baþlangýç
deðerleri ve çalýþma sonu deðerleri arasýnda
istatiksel olarak anlamlý fark saptanmamýþtýr. Bu
bulgu plazma GSH-Px, SOD ve MDA
düzeylerinin doksorubisin kardiyotoksisitesini
belirlemede kullanýlamayacaðýný düþün-
dürmüþtür.

Melatoninin serbest radikallere baðlý pato-
fizyolojik olaylarý engelleme, nükleer DNA’yý ve
membran lipidlerini oksidatif zedelenmeden
koruma35, GSH-Px, SOD, katalaz gibi anti-
oksidan enzim aktivitelerini stimüle etme13,36

özellikleri ile birlikte, tümör büyümesini
engelleyebilme ve kemoterapötiklerin yan
etkilerini önleyebilme özelliklerinin olduðu
bildirilmektedir35. Çalýþmamýzda farmakolojik
dozda kullanýlan melatoninin (10 mg/kg), kalp
doku GSH-Px düzeylerini Doks ve kontrol
gruplarýna göre anlamlý oranda arttýrdýðý; SOD
düzeylerini de kontrol grubuna göre anlamlý
oranda arttýrdýðý, kalp doku NO düzeylerinde
Doks ve kontrol gruplarýna kýyasla anlamlý
oranda azalma, kalp doku MDA düzeylerinde
Doks grubuna kýyasla azalma saðladýðý, ancak
bu azalmanýn istatiksel olarak anlamlý olmadýðý
saptanmýþtýr.

Bulgularýmýz, melatoninin antioksidan etkin-
liðini, kalp doku GSH-Px ve SOD düzeylerinde
artýþ, kalp doku NO düzeylerinde azalma
saðlayarak yaptýðýný düþündürmektedir.
Melatoninin doku GSH-Px, SOD ve NO
düzeylerine etkisi ile ilgili bulgularýmýz
literatürle uyumludur 9,13,37. Birçok araþtýrmacý
melatoninin lipid peroksidasyon ürünü olan
MDA’i azalttýðýný bildirmiþlerdir10,36,38.
Çalýþmamýzda Doks+Mel grubunda MDA
düzeyleri azalma eðiliminde olmakla birlikte
istatistiksel olarak anlamlý bulunmamýþtýr.
Çalýþmamýzda MDA ile ilgili bulgularýn daha
önce yapýlan bazý çalýþmalarýn10,11,36,38 bulgu-
larýndan farklý olmasý, melatonin kullanma
dozu, süresi ve lipid peroksidasyon ürünü ve
antioksidan enzimlerin ölçülme zamaný gibi

faktörlerden kaynaklanýyor olabileceðini ve
güvenilir veriler elde etmek için daha ayrýntýlý
çalýþmalarýn yapýlmasýnýn uygun olacaðýný
düþünüyoruz.

Sonuçta; doksorubisin verilen grupta aðýr
kardiyomiyopati geliþtiði, doksorubisin ile
birlikte melatonin verilen grupta ise hafif
kardiyomiyopati bulgularý oluþtuðu ve mela-
toninýn doksorubisine baðlý kardiyotoksisiteyi
önleyemese de hafiflettiði kanýsýna varýldý.
Serum troponin I ve CK-MB düzeylerinin
doksorubisine baðlý aðýr kardiyomiyosit
hasarýnýn belirlenmesinde yararlý olabileceði,
hafif miyokardiyal zedelenmeyi göstermede ise
yetersiz kalabilecekleri görüldü. Doksorubisin
verilen grupda miyokardiyal GSH-Px düzeyleri
azaldýðý, MDA ve NO düzeylerinin yükseldiði
saptandý; bu bulgu doksorubisinin kardiyo-
toksisitesinin patogenezinde GSH-Px’ýn
azalmasýnýn, MDA ve NO düzeylerinin
artmasýnýn rolü olduðu görüþünü destekledi.
Baþlangýç plazma GSH-Px, SOD ve MDA
düzeyleri ile çalýþma sonu düzeyleri arasýnda
fark saptanmayýp, plazma GSH-Px, SOD ve
MDA düzeylerinin doksorubisin kardiyo-
toksisitesini belirlemede kullanýlamayacaðý
kanýsýna varýldý. Ayrýca melatoninin miyo-
kardiyal GSH-Px düzeylerini ve SOD enzim
aktivitesinde yükselttiði, NO düzeyini azalttýðý
saptandý. Doksorubisine baðlý kardiyotoksisiteyi
önlemede yeterli olabileceði, melatoninin
kardiyotoksisiteyi önlemedeki etkinliðine
yönelik yeni çalýþmalarýn yapýlmasý gerektiði
düþüncesine varýldý.
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