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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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OZET: Etkin bir antitiimor ajan olan doksorubisinin kardiyotoksik yan etkisi,
ilacin terapotik kullanimini kisitlamakta, kardiyotoksisitenin belirlenmesi ve
onlenmesi 6nem kazanmaktadir. Kardiyotoksisitenin patogenezinden agirlikl
olarak serbest radikallerde ve lipid peroksidasyon iiriinlerinde artis, antioksidan
enzimlerde azalma sorumlu tutulmaktadir. Calismada doksorubisine bagl
kardiyotoksisitenin patogenezini arastirilmasi ve bunun iizerine melatonin
etkisinin arastirilmasi amaglandi. Calisma ii¢ grupta planlandi. Birinci grup (n:
10) geng tavsanlara, 15 giinliik siire icerisinde, alt1 esit dozda (kiimiilatif doz
15mg/kg) intraperitoneal doksorubisin, ikinci grup (n: 7) doksorubisinle birlikte
doksorubisinden 24 saat Oonce baglanarak ve doksorubisin son dozundan yedi
giin sonrasina kadar devam etmek {iizere; melatonin (10 mg/kg/giin
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intraperitoneal) verilerek olusturuldu. Ugiincii grup ise kontrol grubu (n: 7) olarak
planlandi. Kardiyotoksisitenin patogenezindeki etkinliklerinin belirlenmesi
amactyla miyokard ve plazma glutatyon peroksidaz (GSH-Px), siiperoksit dismutaz
(SOD), malondialdehit (MDA) ve miyokardiyal nitrik oksit (NO) diizeyleri ile
kardiyotoksisite tanisindaki etkinliklerinin belirlenmesi amaciyla serum troponin
I ve kreatin kinaz MB (CK-MB) diizeyleri calisildi. Histopatolojik olarak
miyokardiyal hiicre zedelenmesinin gelisip gelismedigi arastirildi. Doksorubisin
verilen geng tavsanlarda histopatolojik olarak agir kardiyomiyopati gelistigi;
miyokardiyal GSH-Px’in azaldigi, MDA ve NO diizeylerinin yiikseldigi saptandi.
Doksorubisinle birlikte melatonin verilen grupta miyokardiyal GSH-Px ve
SOD’nin yiikseldigi, histopatolojik olarak melatoninin agir kardiyomiyopatiyi
onledigi saptandi. Gruplar arasinda plazma GSH-Px, SOD ve MDA diizeyleri
agisindan fark bulunmadi. Serum troponin I (CK-MB) diizeylerinin, sadece agir
kardiyotoksisite gelisen grupta arttig1, antioksidan verilen gruplarda degismedigi
goriildii. Sonug olarak doksorubisine bagl kardiyotoksisitenin patogenezinde
miyokardiyal antioksidan enzimlerde azalma, serbest radikallerde ve lipid
peroksidasyon iiriinlerinde artmanin rol oynayabilecegi belirlenmis ve
melatoninin doksorubisine bagli agir kardiyotoksisiteyi onleyebilecegi
gosterilmistir. Ayrica sonuglar serum troponin I ve kreatin kinaz MB diizeylerinin,
agir kardiyotoksisitesinin tamisinda kullanilabilecegini gostermektedir.

Anahtar kelimeler: doksorubisin, nitrik oksit, glutatyon peroksidaz, malondialdehit,

melatonin.

Kanser tedavisinde kullanilan doksorubisin, yan
etkisi fazla olan etkili bir kemoterapik ajandir.
Kardiyotoksisite en énemli yan etkisi olup ilk
kez doksorubisin tedavisi alan ¢ocuklarda kalp
etmezligi gelistiginin fark edilmesiyle dikkati
¢ekmistir. Doksorubisine bagli kardiyotoksisite
gelistiginde kan basinci, elektrokardiyografi
degisiklikleri gibi hafif semptomlarin yan sira
konjestif kalp yetmezligi, disritmi, miyokardit,
perikardit ve kardiyomiyopati gibi agir bulgular
goriilebilir!-2.

Doksorubisine bagli kardiyotoksisitenin
patogenezi tam olarak aciklanamamis, histo-
patolojik bulgularin degisken olmasi bir ¢ok
faktoriin etkili oldugunu disiindiirmiistiir!-
Calismalarda elde edilen bulgular, doksoru-
bisine bagli kardiyotoksisitenin patogenezinde;
serbest radikal olusumunun, antioksidan
enzimlerde azalmanin ve lipid peroksidas-
yonunda artmanin rol oynuyor olabilecegini
desteklemektedir!-2. Patogenezde sorumlu
tutulan serbest radikaller siiperoksit, hidroksil
radikalleri ve nitrik oksittir (NO). Serbest
radikallerin indiikledigi malondialdehit (MDA)
gibi lipid peroksidasyon iiriinlerinin de olaya
katkisi oldugu gosterilmistir!-3. Doksorubisinin
serbest radikal olusumuna neden olmasi
yaninda; glutatyon peroksidaz (GSH-Px),
stiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz gibi
antioksidan enzimleri azaltarak kardiyotoksisiteye
neden oldugu da gosterilmistir!.

Doksorubisine bagli kardiyotoksisitenin
patogenezinde serbest radikal ve antioksidan
enzimlerin rol oynadigina ait bulgularin
belirlenmesi, antioksidan tedavi denemelerini
glindeme getirmistir2.

Doksorubisine bagli kardiyotoksisitenin dnlen-
mesine yoOnelik ilk ¢alismada Van Vleet ve
arkadaslari* tavsanlara doksorubisinle birlikte
antioksidan olarak selenyum ve E vitamini
vermisler, on haftalik ¢alisma déneminde
selenyum ve E vitamininin doksorubisine bagli
kardiyotoksisiteyi azalttigini belirlemislerdir. Bu
calismay1 kalsiyum kanal blokérii, koenzim Q,
deksrazoksan (ICRF-187) ve melatonin gibi
ajanlarin denendigi calismalar izlemistir®.

Melatonin pineal bezde bir amino asit olan
triptofan'dan sentezlenir. Melatonin etkilerini
viicutta baslica beyin olmak iizere ¢ogunlugu
periferik dokularda bulunan 6zgiin reseptorleri
aracilig ile gosterir. Melatoninin hiicreleri,
dokular1 ve organlar1 serbest radikal olusturan
ajan ve olaylar (potasyum siyanid, L-sistein,
asir1 egzersiz, karbon tetraklorid, iskemi-a-
reperfiizyon, protein ve iyonize radyasyon gibi)
sonucu gelisen oksidatif zedelenmeye karsin
korudugu gosterilmistir®’. Melatoninin gesitli
serbest radikalleri ve serbest oksijen radikal-
lerini (OH radikali, peroksinitrit ve nitrik oksid
gibi) detoksifiye ettigi ve endojen en potent
hidroksil radikal temizleyicilerinden biri oldugu
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bildirilmektedir®8. Glutatyon peroksidaz,
glutatyon rediiktaz ve SOD gibi antioksidan
enzimleri stimiile ettigi, nitrik oksid sentetaz
gibi oksidatif enzimlerin sentezinde ise inhibit6r
etki yaptig1 belirlenmistir82.

Melatonin hiicrenin mitokondrisine niifuz
edebilen bir antioksidan olup, mitokondrileri de
oksidasyon zedelenmesinden koruyabilmektedir.
Melatonin OH radikali ile karsilastiginda toksik
etkisi ¢cok diisiik olan indolil radikaline doniisiir.
Melatonin ile diger indollerin (serotonin, N-
asetil serotonin, 5-metoksimelatonintamin)
antioksidan o&zellikleri karsilastirildiginda,
melatoninin antioksidan 6zelliginin, bu
molekiillerin antioksidan &zelliklerinden
belirgin olarak yiiksek oldugu gorilmiistiir.
Melatonin, diger OH radikali temizleyicilerinden
mannitol ve glutatyon ile karsilastirilmis;
melatoninin antioksidan etkisinin glutatyondan
bes kat, mannitolden 15 kat daha gii¢lii oldugu
belirlenmistirs?.

Melatoninin doksorubisinin kardiyak toksi-
sitesini azaltici etkisi oldugunu ilk kez
Morishima ve arkadaslar1!0 belirlemis, bu etkiyi
lipid peroksidasyonunu o&nleyip, antioksidan
enzim aktivitelerini arttirarak sagladigini
bildirmislerdir. Bir baska ¢alismada da doksoru-
bisin tarafindan indiiklenen kardiak zedelen-
menin, melatoninin diisiik farmakolojik dozlari
ile de o6nlenebildigi bildirilmistir!!.
Calismada melatoninin bu 6zelliklerinden
yaralanarak doksorubisine bagh kardiyotoksisite
gelismesinin 6nlenmesi amaglandi. Bu amagla
tavsanlarda deneysel olarak doksorubisine bagli
kardiyotoksisite olusturulmasi ve melatonin
verilerek doksorubisinin olumsuz etkilerinin
onlenmesi planlandi.

Materyal ve Metot

Calisma, Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi
Biyokimya, Patoloji ve Cocuk Saglig1 ve
Hastaliklar1 Anabilim Dallarinin isbirligi ile
Hakan Cetinsaya Deneysel Arastirma Merkezi
Laboratuvarlari’'nda gergeklestirildi.

Calismada yaslar1 60-90 giin arasinda, New
Zeland White cinsi toplam 24 erkek tavsan
kullanildi. Hayvanlar bir haftalik adaptasyon
déneminden sonra ii¢ gruba ayrildi. 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).
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Doksorubisin  uygulamasi: Doksorubisin
(Adriablastina, Pharmacia) 10 mg’lik flakonda,
5 ml distile su ile sulandirilarak, hayvan model-
lerinde belirlenen total kiimilatif doza gore!?
her giin ayni saatte olmak {izere 2.5 mg/kg/giin,
giin asiri, alt1 esit dozda, total kiimiilatif doz
15 mg/kg olacak sekilde, intraperitoneal olarak
verildi.

Doksorubisin+Melatonin uygulamasi: Doksorubisin
Doks grubuna verildigi sekilde, melatonin
(Sigma Chemical Company, Sigma,
St.Louis, MO) 10 mg/kg/giin (farmakolojik doz
2.5-10 mg/kg)!3 olacak sekilde doksorubisine
baslanmadan bir giin 0nce baslanarak, son
doksorubisin dozundan sonra yedi giin daha
devam edilecek sekilde, 20 giin siireyle,
intraperitoneal olarak verildi.

Toz halinde olan melatonin, absoli etil alkol
icinde sulandirilip, glinliik dozlar ayr tiiplere
konularak -70°C'de saklandi. Giinliik doz,
uygulamadan &nce buzluktan ¢ikarild: ve oda
1s1sinda iki saat bekletildikten sonra kullanildi.

Kontrol grubu: Sadece distile su doksorubisinin
sulandirildig es deger miktarda giin asiri, alti
dozda uyguland.

Orneklerin alinmasi ve hazirlanmast

Kan ornekleri: Sifirinct giin kan Ornekleri adap-
tasyon déneminin sonunda, ila¢ uygulamalarina
baslanmadan 24 saat 6nce alindi. Yirmibirinci
giin kan 6rnekleri Doks grubunda doksorubisin
tedavisinin son dozundan sekiz giin sonra,
Doks+Melatonin gruplarinda doksorubisin
tedavisinin son dozundan sekiz giin, mela-
toninin son dozundan 24 saat sonra alind.

Kan o6rnekleri tavsanlarin kulak venlerinden,
antikoagulan icermeyen bir tiipe 2 ml ve
heparinli bir tiipe 4 ml olacak sekilde alindi.
Antikoagulan icermeyen tiipe alinan kan
ornekleri 3000 rpm’de 10 dk santrifiij edilerek
serumlar1 ayrild: ve serum &rnekleri -70°C’de
saklandi. Serum &rneklerinde keratin kinaz MB
(CK-MB) ve troponin I diizeyleri c¢alisildi.
Heparinli tiipe alinan kan &rnekleri 0°C’de 15
dk santrifiij edilerek plazmalar1 ayrild: ve plazma
ornekleri calisilmak iizere —-70°C’de saklandi.
Plazma Orneklerinde GSH-Px, SOD ve MDA
diizeyleri calisildi.

Doku drnekleri: Yirmibirinci giin kan &rnekleri
alindiktan hemen sonra midazolam ile sedatize
edilip, kulak veninden 2 ml potasyum Kkloriir
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verilerek oldiriilen tavsanlar, 6ldirtldi.
Kalpleri hizla ¢ikarilarak soguk suyla yikand: ve
sol ventrikiilden iki parca doku Ornegi alindi.
Orneklerden biri hizla kuru bir spanca sarilarak
doku GSH-Px, SOD, MDA ve NO diizeyleri
calisilmak iizere ~70°C’de sakland. Ikinci 6rnek
%10’luk formol igerisine konularak histo-
patolojik degerlendirme i¢in saklandi.

Biyokimyasal incelemeler

Serum CK-MB diizeyi, Konelab 601 otoanalizor
ile Medkim firmasinin CK-MB diizeyleri 6l¢limii
icin {rettigi reagent kitler kullanilarak 0.5 cc
serumda, serum troponin I diizeyleri ise
Innotrac Aio Immunoanalyzer cihazinda
Innotrac Aio TM Troponin I Analyte Pen kiti
ile 0.5 cc serumda calisild1.

Plazma ve miyokardiyal GSH-Px aktivitesi; GSH-
Px tarafindan katalizlenen bir reaksiyonda H,O,
ile glutatyonun (GSH) oksidasyon hizinin
Ol¢iilmesi esasina dayanan Paglia ve
Valentine’nin!# birlesik enzimatik yontemi ile
Ol¢tildii. Doku GSH-Px aktivitesi miyokardiyal
homojenatinin (1/4 w/v) 13200 rpm’de 30 dk
santrifiijlenmesiyle elde edilen siipernatantin
fosfat tamponu (0.05 M, pH = 7.4) ile 1/10
oraninda diliie edilip, 0.05 ml’si kullanilarak
incelendi.

Plazma ve miyokardiyal SOD aktivitesi tayininde
Sun ve arkadaslari!> tarafindan gelistirilen
“stiperoksit {reticisi olarak ksantin oksidaz
sisteminin kullanilmasi ve nitroblue tetra-
zoliumun (NBT) rediiksiyonunun inhibe
edilmesi” esasina dayanan yontem kullanildi.
Doku SOD aktivitesi miyokardiyal homo-
jenatindan elde edilen siipernatanin 0.05
ml’sinin, 0.01 M fosfat tamponu (pH:7.4) ile
1/10 oraninda diliie edilerek incelendi.

Plazma MDA aktivitesi Stocks ve Dormandy!®
tarafindan gelistirilen ve Jainl? tarafindan
modifiye edilen temel ilkesi “lipid perok-
sidasyonu sonucu ag¢iga c¢ikan MDA’in
tiyobarbitiirik asit (TBA) ile reaksiyona girerek
532 nm dalga boyunda maksimum absorbans
veren renkli bir kompleks olusturmasi1” esasina
dayanan yontem kullanilarak bakildi. Doku
MDA diizeyi Ohkawa ve arkadaslari!® tarafindan
gelistirilen yonteme gore bakildi.

Doku NO diizeyi i¢in dondurularak saklanan
miyokardiyal homojenatindan elde edilen
siipernatantlarin 0.05 ml’si, Somogyi reaktifi
(%10 ZnSO, ve 0,5 N NaOH) ile 1/4 (v/v)
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oraninda seyreltilerek ve deproteinize edilerek,
+ 4°C’de 1500 rpm de 10 dakika santrifiij
edildi!®. Elde edilen deproteinize siipernatant-
lardan NO (NO, + NO,) tayini yapild1.

Griess reaksiyonu, nitrat (NO;) iyonlarina
spesifik olmadigindan siipernatantda bulunan
nitrat (NO;) 6nce nitrite (NO,) rediiklendi ve
sonra nitrit izerinden hazirlanan nitrat standart
grafiginden miktar tayini yapildi?°.
Histopatolojik incelemeler

Formol ile fikse edilen miyokard dokulari
patoloji laboratuvarinda degerlendirildi. Rutin
islemlerinden gecirilen dokulardan, parafin
bloklar elde edildi. Her érnekten mikrotom ile
5-6 um kalinliginda doku kesitleri alindi. Doku
kesitleri hemotoksilen-eozin histokimyasal
boyama yontemi ile boyandi. Hemotoksilen-
eozin ile boyanan preparatlar 1s1tk mikroskobu
ile incelendi. Histopatolojik degisikliklerin
agirligina goére skorlama yapildi. Asagida
belirtilen her histopatolojik degisiklik i¢in 1
puan verildi?!:
- Miyokard liflerinde sisme ve intertisiyel
6dem (+1),
— Miyokard liflerinde disorganizasyonu (+1),
— Miyokard liflerinde nekroz (+1),
- Miyokard liflerinde vakuolizasyon (+1),
— Miyokard liflerinde hi¢bir degisiklik yoksa
(+0).

Kardiyomiyopati derecesinin agirligi, toplam
puana (0 ile 3) goére yapildi:

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

Tim istatistiksel analizler SPSS 10.0 paket
programi kullanilarak yapildi. Tiim parametreler
istatistiksel analizlerde nonparametrik testler
kullanildigr i¢in ortanca (en diisiik-en yiiksek)
olarak ifade edildi. Gruplar arasi karsilastirmada
Kruskal-Wallis testi ve Mann-Whitney U testi,
grup ici karsilastirmada ise Wilcoxon signed
ranks testi kullanildi. Tiim istatistiksel analiz-
lerde p<0.05 degerleri istatistiksel olarak
anlamli kabul edildi.

Bulgular

Calismaya Doks grubunda on, Doks+Mel
grubunda yedi, kontrol grubunda yedi tavsan ile
baslandi. Calisma Doks grubunda on,
Doks+Mel grubunda yedi, kontrol grubunda
yedi tavsan ile bitirildi. Doks grubunda sifirinci.
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giin ve 21. giin serum CK-MB ve troponin I,
plazma MDA, SOD, GSH-Px diizeyleri Tablo I'de
gosterildi. Tedavi Oncesi, ve sonrasi degerleri
kiyasladigimizda troponin, CK-MB diizey-lerinin
21. gilin sonunda istatistiksel olarak anlamli
sekilde yiikselmis oldugu saptandi (p<0.05).
Diger parametrelerde degisiklilik olmadig:
belirlendi (Tablo I).

Doks+Mel grubunda degerlerde anlamli
degisiklik olmadig belirlendi (p<0.05; Tablo II).

Her iki grubun degerleri birbiriyle kiyas-
landiginda 21. giinde Doks gubunda troponin
ve CKMB degerlerindeki yiiksekligin Doks+Mel
grubuna goére anlamli oldugu saptandi
(p<0.05).

Doku MDA, NO, SOD ve GSH-Px degerleri
Doks, Doks+Mel ve kontrol gruplarinda
incelendi ve bu parametrelerin gruplar
arasindaki degerleri birbirleriyle kiyaslandi.
MDA’nin Doks ve Doks+Mel gruplarindaki

Cocuk Saghg ve Hastaliklart Dergisi ® Ekim - Arahk 2004

degerlerinin kontrol grubuna goére anlaml
yiiksek oldugu saptandi (p<0.05). NO’nun
Doks ve Doks+Mel grubu degerlerinin kontrol
grubundan istatistiksel olarak anlaml yiiksek
oldugu belirlendi (p<0.05). SOD degerleri
incelendiginde Doks ve Doks+Mel grubu
degerlerinin kontrol grubuna gore, Doks+Mel
grubu degerinin ise Doks grubuna gore anlamli
ylksek oldugu ve GSH-Px’in degerleri
incelendiginde ise kontrol ve Doks+Mel
gruplarinin degerlerinin Doks grubuna gore
anlamli artmis oldugu saptandi (p<0.05;
Tablo III).

Doks grubunun kardiyomiyopati skoru 3 (agir
kardiyomiyopati), Doks+Mel gruplarinin
kardiyomiyopati skoru 1 (hafif kardiyo-
miyopati), kontrol grubunun kardiyomiyopati
skoru O olarak bulundu (Tablo IV). Gruplarin
histopatolojik bulgular karsilastirildiginda Doks
grubu kardiyomiyopati skorunun diger gruplarin
kardiyomiyopati skoruna gore istatistiksel

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

0. gilin 21. giin p degeri
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 (umol/L) 0.52 (0.11-0.78) 0.69 (0.27-1.41) >0.05
SOD (U/L) 131 (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 diisiik - en yiiksek)

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

0. gilin 21. giin p degeri
Troponin I (ng/mL) 0.21 (0.17-0.35) 0.21 (0.16-0.28) >0.05
CK-MB (U/T) 2539 (1726-4106) 2324 (1401-4809) >0.05
MDA (umol/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 diisiik - en yiiksek)

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

MDA NO SOD GSH-Px
Grup n (nmol/ug protein) (umolx10-3/ug protein) (U/ug protein) (mU/ug protein)
Doks 10 0.056 (0.031-0.087)2 0.13 (0.06-0.26) 5.42 (2.58-7.63)2 2.4 (1.3-7.6)
Doks + Mel 7 0.038 (0.029-0.062)2  0.07 (0.04-0.13)ab 6.95 (4.30-12.48)2 6.7 (3.8-10.7)2P
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 diisiik - en yiiksek)

4 p<0.05, kontrol grubu ile kiyaslandiginda, Pp<0.05 Doks grubu ile kiyaslandigindiginda.
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Tablo IV. Gruplarin histopatolojik kardiyomiyopati

skorlamasi
Grup n Kardiyomiyopati skoru
Doks. 10 3.0 (2.0 - 3.0)2
Doks+Mel 7 1.0 (1.0 - 2.0)ab
Kontrol 7 0.0 (0.0 - 0.0)b

Ortanca (en diisiik - en yiiksek).
ap<0.05, Kontrol Grubu ile kiyaslandiginda; b p<0.05, Doks
Grubu ile kiyaslandiginda.

olarak anlamli oranda yiiksek oldugu (p<0.05)
belirlendi. Doks grubunda bir miyokard
dokusunda kardiyomiyopati bulgulari ile birlikte
bakteri kiimeleri gorildii.

Tartisma

Etkin bir antitimor ajan olan doksorubisinin
kardiyotoksik yan etkisi, antitimor etkisinden
en yiliksek diizeyde faydalanilmasini engel-
lemekte, kardiyotoksik etki nedeniyle antitiimor
etkinin kisitlanmasi, kardiyotoksisitenin
onlenmesi ¢alismalarini glindeme getirmektedir.
Doksorubisine bagli kardiyotoksisitenin
onlenmesine yonelik calismalar daha ¢ok
deneysel calismalar olup; fare, sigan, tavsan,
domuz ve kopeklerde yapilan calismalarda,
doksorubisinle olusturulan kardiyotoksisitenin
klinik ve morfolojik 6zelliklerinin insan-
lardakine benzer oldugu belirlenmistir>.
Calismada tavsan modeli tercih edilmis ve
cocukluk caginda kullanilan doksorubisinin
kardiyotoksik etkisini yansitmasi a¢isindan geng
tavsanlar secilmistir. Doksorubisin dozu hayvan
modellerinde (tavsan ve sican) belirlenen total
kiimiilatif doza (15 mg/kg) uygun veril-
mistir>12,

Calismada sadece doksorubisin verilen grupda
histopatolojik olarak miyokardiyal fibrillerde
sisme ve interstisiyel 6dem, disorganizasyon ve
nekrozdan olusan bulgularin olmasi ile agir
kardiyomiyopati gelistigi saptanmistir. Miyo-
kardiyal fibrillerde sisme ve interstisiyel 6dem,
miyokardiyal fibrillerin disorganizasyonu, ve
nekrozundan olusan histopatolojik bulgular
literatiirdeki bulgularla benzerlik goster-
mektediriz21. Doks+Mel grubunda yapilan
histopatolojik degerlendirmede normal
miyokard dokusu yaninda sadece miyokardiyal
fibrillerde sisme, interstisiyel 6dem ve
disorganizasyondan olusan hafif kardiyo-
miyopati bulgusu saptandi. Bu durum mela-
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toninin doksorubisine bagli kardiyotoksisiteyi
tam olarak onlemese de oldukga gerilettigini
diistindiirmektedir.

Calismada doksorubisine bagli miyokardiyal
zedelenmenin belirlenmesinde, klinikte
kullanilan, invaziv olmayan serum CK-MB ve
troponin I diizeylerinin tanisal degeri de
degerlendirilmistir. Calismada Doks grubunda
calisma sonu CK-MB diizeylerinde istatistiksel
olarak anlamli artis saptanmas: literatiirdeki
calismalarla uyumlu bulunmustur!?. Hafif
kardiyomiyopati saptanan Doks+Mel grubunda
calisma sonu serum CK-MB diizeylerinde artis
tesbit edilmemesi, mindr miyokardiyal
zedelenmenin belirlenmesinde serum CK-MB
diizeylerinin yeterli olmadigini diisiin-
diirmdastiir.

Doksorubisine bagli kardiyotoksisitenin
belirlenmesinde, CK-MB ile ilgili yeterli ¢calisma
olmasina ragmen; troponin I diizeylerinin
tanisal degeri ile ilgili ¢cok az sayida calisma
vardir. Mathew ve arkadaslari?? malign hasta-
larda 375 mg/m?’lik kiimtilatif dozlarin
lizerinde asemptomatik miyokardiyal hasarin
tespitinde serum troponin I diizeylerinin
belirleyici oldugunu bildirmislerdir. Herman ve
arkadaslari?? sicanlarda 7 mg/kg kiimiilatif
dozda serum troponin T diizeylerinde artis
saptadiklarini belirtmekle birlikte, serum
troponin I diizeylerinin degerlendirildigi veya
kiimiilatif doz karsilastirilmas: yapilmis
deneysel ¢alismaya rastlanmamuistir. Calis-
mamizda Doks grubunda, troponin I
diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli artis
saptanmis, bu bulgu serum troponin I diizey-
lerinin kardiyomiyopatinin biyokimyasal
goOstergesi olabilecegi goriisiinii desteklemistir.
Ancak hafif kardiyomiyopati saptanan
Doks+Mel grubunda 21. giin troponin I
diizeylerinde yilikselme bulunmamistir. Bu
nedenle troponin I'nin mindr miyokardiyal
zedelenmeyi gostermede yetersiz kaldigi
diistiniilmdstiir.

Doksorubisine bagli kardiyotoksisitenin pato-
genezi tam olarak agiklanamamis. Bulgular,
kardiyotoksisite gelismesinde serbest radikal-
lerin agiga ¢ikmasinin ve antioksidan enzimlerin
azalmasinin 6nemli rol oynadigini ortaya
koymustur!-2. Calismamizda aralikli doz
doksorubisin uygulamasinin (2.5 mg/kg/
glinasir1); serbest radikal, lipid peroksidasyonu
ve antioksidan sistem iizerine etkileri de
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degerlendirilmistir. Doksorubisine bagli
kardiyotoksisite olusturulan ¢alismalarda son
doksorubisin enjeksiyonundan ii¢ hafta sonra
antioksidan sistem ve lipid peroksidasyonu
degerlendirilmis ve doksorubisinin kronik
siirecte kalp doku GSH-Px’1n1 azalttig1 ve lipid
peroksidasyon iirtinlerini artirdigr belir-
lenmistir2425,

Kardiyomiyositleri serbest oksijen radikallerine
kars1 koruyan major antioksidan enzim GSH-
Px’dir26, Calismamizda sadece doksorubisin
verilen grupta kalp doku GSH-Px diizeylerinin
azalmis oldugu bulunmus, bu bulgu dok-
sorubisin kardiyotoksisitesinin patogenezinde
GSH-Px’1n azalmasinin primer rolii oldugu
gorilislinii teyit etmistir. Li ve Singal?’ 15 mg/
kg kiimiilatif dozda doksorubisin verdikleri
ratlarda doksorubisinin son dozundan sonra
ikinci saatten itibaren GSH-Px enzim
aktivitesinde azalma saptadiklarini, Yin ve
arkadaslar1?® ise doksorubisini 15 mg/kg tek doz
olarak verdiklerinde GSH-Px aktivitesinin
degismedigini bildirmislerdir. Bulgularimiz Li ve
Singal'in?? bulgular: ile uyumlu, Yin ve
arkadaslarinin?® bulgulari ile uyumlu degildir.
Bu farkliligin Yin ve arkadaslarinin?8 kiimiilatif
dozu tek doz olarak vermesinden kaynaklaniyor
olabilecegi diistiniilmiistiir. Calismamizda
doksorubisinle birlikte melatonin kullandigimiz
grupta kalp doku GSH-Px aktivitesi korun-
mustur. Histopatolojik olarak da kardiyo-
toksisitenin geriletilmis gortilmesi, kalpdeki
artmis GSH-Px aktivitesi ile aciklanmuistir.

Dalloz ve arkadaslari?? sicanlarda dokso-
rubisin+radyasyon’un kardiyak fonksiyonlar ve
antioksidan sistemleri iizerine olan etkilerini
degerlendirdikleri ¢alismalarinda, sadece
doksorubisin verilen grupda, son doksorubisin
dozundan 24 saat ve 30 giin sonraki plazma ve
doku SOD diizeylerinde azalma veya artis
olmadigini, kontrol grubu ile benzer
bulduklarini bildirmislerdir. Iliskovic ve
arkadaslar139 doksorubisin son dozundan ii¢
hafta sonra kalp doku, SOD diizeylerinde
degisiklik olmadigini, doksorubisinle birlikte
antioksidan olarak probukol verilen grupda
doku SOD diizeyinin anlamli oranda arttigini
bildirmislerdir. Calismamizda antioksidan
etkinliklerini degerlendirmek istedigimiz
melatonin grubunda kontrol grubuna goére kalp
doku SOD diizeylerinde artis oldugunu
belirledik. Bu artis kompansatuar mekanizmaya
baglansa da, Doks grubuna gore istatiksel olarak
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anlamli olmasi dikkat cekici idi. Calismalardaki
bulgular ve bizim bulgularimiz SOD’nin
doksorubisine bagli kardiyotoksisitenin pato-
genezinde rolliniin az olsa da, dnlenmesinde
etkin oldugunu diisiindiirmektedir.

Doksorubisinin serbest radikal araciligiyla
olusturdugu kardiyak zedelenmenin bir diger
mekanizmasinin da lipid peroksidasyonu oldugu
diistiniilmektedirl. Literatlirde doksorubisine
bagli kardiyotoksisitenin patofizyolojisinden
kalp doku MDA diizeylerinde yiikselmenin
sorumlu tutuldugu ¢ok sayida calisma
bildirilmistir2425.31, Bazi arastirmacilar CK-MB
ve LDH gibi kardiyak enzimlerdeki yiikselmeyi
kardiyak membranlarin doksorubisine bagl
lipid peroksidasyonuna ugramalari sonucu
enzim saliniminin olmasina baglamiglardiri2.
Calismamizda da kontrol grubu ile karsilas-
tirtldiginda doksorubisin grubunda MDA
diizeylerinde anlamli artis belirlenmis, bu bulgu
doksorubisine bagli kardiyotoksisitenin
patogenezinde lipid peroksidasyon {irlin-
lerindeki artisinda etkili oldugu goriistinii
desteklemistir. Calismamizda ise kullandigimiz
melatoninle kalp doku MDA diizeylerinde
azalma bulmadik. Bu sonu¢ melatoninin
antioksidan etkinligini lipid peroksidasyonunu
engelleyerek yapmadigini diisiindiirmektedir.

Doksorubisine bagli kardiyotoksisitenin pato-
genezinde sorumlu tutulan NO ve peroksinitrit
ile ilgili ilk ¢alisma Weinstein ve arkadaslari32
tarafindan yayinlanmistir. Weinstein ve
arkadaslari32 20 mg/kg intraperitoneal tek doz
doksorubisin verdikleri farelerde, kalp
dokusunda NO sentetaz II enziminde artis
oldugunu ve son doksorubisin dozundan bes
giin sonra da, doksorubisine bagli oksidatif
olayin devam ettigini, kardiyak dokuda proteine
bagli peroksinitrit radikallerinde artis
saptadiklarini bildirmislerdir. Fadillioglu ve
arkadaslar133 ile Aldieri ve arkadaslarinin3#4
yaptiklari ¢alismalarda da bu sonucu destekler
bulgular elde edilmistir. Calismamizda kalp
doku NO diizeyi ile ilgili bulgularimiz literatiirle
uyumlu olup, Doks grubunda NO diizeyleri;
kontrol, doks+mel grubuna gore istatistiksel
olarak yiiksek bulunmustur. Bu bulgu,
doksorubisine bagli kardiyotoksisitenin
patogenezinde NO’in roliiniin oldugu goriistinii
desteklemis, melatoninin NO sentezini
azaltarak antioksidan aktivite sagliyor
olabilecegini diisindiirmiistiir.
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Calismamizda kalp doku GSH-Px, SOD ve MDA
diizeyleri ile birlikte plazma GSH-Px, SOD ve
MDA diizeyleri de belirlenmistir. Omiirleri kisa
olan ve olustuklar1 dokuda etkin olan
antioksidan enzimlerin ve serbest radikallerin
doku diizeylerinin tanisal degeri plazma
degerlerinden kiymetlidir. Ancak klinikte
plazma degerlerinin belirlenmesi doku
degerlerinin belirlenmesinden daha pratik
olacaktir. Calismamizda plazma GSH-Px, SOD
ve MDA diizeyleri agisindan gruplarin baslangi¢
degerleri ve calisma sonu degerleri arasinda
istatiksel olarak anlamli fark saptanmamuistir. Bu
bulgu plazma GSH-Px, SOD ve MDA
diizeylerinin doksorubisin kardiyotoksisitesini
belirlemede kullanilamayacagini diisiin-
diirmiistiir.

Melatoninin serbest radikallere bagli pato-
fizyolojik olaylar1 engelleme, niikleer DNA'y1 ve
membran lipidlerini oksidatif zedelenmeden
koruma35, GSH-Px, SOD, katalaz gibi anti-
oksidan enzim aktivitelerini stimiile etme!3-36
ozellikleri ile birlikte, timor biiylimesini
engelleyebilme ve kemoterapdtiklerin yan
etkilerini onleyebilme 6zelliklerinin oldugu
bildirilmektedir3>. Calismamizda farmakolojik
dozda kullanilan melatoninin (10 mg/kg), kalp
doku GSH-Px diizeylerini Doks ve kontrol
gruplarina gore anlamli oranda arttirdigl; SOD
diizeylerini de kontrol grubuna gore anlamli
oranda arttirdigi, kalp doku NO diizeylerinde
Doks ve kontrol gruplarina kiyasla anlamli
oranda azalma, kalp doku MDA diizeylerinde
Doks grubuna kiyasla azalma sagladigi, ancak
bu azalmanin istatiksel olarak anlamli olmadig1
saptanmistir.

Bulgularimiz, melatoninin antioksidan etkin-
ligini, kalp doku GSH-Px ve SOD diizeylerinde
artig, kalp doku NO diizeylerinde azalma
saglayarak yaptigini diisiindirmektedir.
Melatoninin doku GSH-Px, SOD ve NO
diizeylerine etkisi ile ilgili bulgularimiz
literatiirle uyumludur 21337, Bir¢ok arastirmaci
melatoninin lipid peroksidasyon iirtini olan
MDA’i azalttigini bildirmislerdir!0.36.38,
Calismamizda Doks+Mel grubunda MDA
diizeyleri azalma egiliminde olmakla birlikte
istatistiksel olarak anlamli bulunmamuistir.
Calismamizda MDA ile ilgili bulgularin daha
once yapilan bazi ¢alismalarin!0.11,36.38 bulgu-
larindan farkli olmasi, melatonin kullanma
dozu, stiresi ve lipid peroksidasyon iiriinii ve
antioksidan enzimlerin 6l¢iilme zamani gibi

Deneysel Kardiyotoksisite Uzerine Melatoninin Etkisi 267

faktorlerden kaynaklaniyor olabilecegini ve
glivenilir veriler elde etmek i¢in daha ayrintili
calismalarin yapilmasinin uygun olacagini
diistiniiyoruz.

Sonucta; doksorubisin verilen grupta agir
kardiyomiyopati gelistigi, doksorubisin ile
birlikte melatonin verilen grupta ise hafif
kardiyomiyopati bulgular1 olustugu ve mela-
toninin doksorubisine bagli kardiyotoksisiteyi
Oonleyemese de hafiflettigi kanisina varildi.
Serum troponin I ve CK-MB diizeylerinin
doksorubisine bagli agir kardiyomiyosit
hasarinin belirlenmesinde yararli olabilecegi,
hafif miyokardiyal zedelenmeyi gostermede ise
yetersiz kalabilecekleri goriildii. Doksorubisin
verilen grupda miyokardiyal GSH-Px diizeyleri
azaldigi, MDA ve NO diizeylerinin yiikseldigi
saptandi; bu bulgu doksorubisinin kardiyo-
toksisitesinin patogenezinde GSH-Px’in
azalmasinin, MDA ve NO diizeylerinin
artmasinin rolii oldugu gorlsiinii destekledi.
Baslangi¢c plazma GSH-Px, SOD ve MDA
diizeyleri ile ¢alisma sonu diizeyleri arasinda
fark saptanmayip, plazma GSH-Px, SOD ve
MDA diizeylerinin doksorubisin kardiyo-
toksisitesini belirlemede kullanilamayacagi
kanisina varildi. Ayrica melatoninin miyo-
kardiyal GSH-Px diizeylerini ve SOD enzim
aktivitesinde yikselttigi, NO diizeyini azalttig1
saptandi. Doksorubisine baglh kardiyotoksisiteyi
onlemede yeterli olabilecegi, melatoninin
kardiyotoksisiteyi onlemedeki etkinligine
yonelik yeni calismalarin yapilmas: gerektigi
diisiincesine varildi.
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