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Ozet

Amag. Doksorubisin, ilacin birikmis dozuna bagli olarak Ongériilemeyen kardiotoksisiteye yol
acan, yaygin olarak kullanilan bir kanser ilacidir. Onceki ¢alismalar doxorubicinin bu yan etkisinin
L-karnitin ile azaldigin1 gdstermistir. Ancak sadece az sayida ¢aligmada doksorubisinin iskelet kasi
lizerine toksik etkisi ayrintili olarak irdelenmistir. Bu ¢aligmanin amaci, doksorubisin ve asetil L-
karnitinin si¢an ¢izgili kasindaki etkilerinin arastirilmasidir. Yontem. Caligsma, agirliklar: 200-300
g arasinda degisen eriskin erkek Wistar- Albino siganlar {izerinde gerc¢eklestirildi. Sicanlar kontrol,
doksorubisin, ALKAR ve doksorubisin + ALKAR olmak iizere 4 gruba ayrildi. ilk grup (n=7)
kontrol grubuydu. Ikinci ve dérdiincii gruba (n=6/ n=6) intraperitoneal doksorubusin verildi
(kiimiilatif doz 15mg/kg). Ugiincii ve dordiincii gruba (n=7/ n=6) 10 giin siireyle intraperitoneal
ALKAR verildi (300 mg/kg/giin). Tim hayvanlar ¢alismanin 10. giinii sakrifiye edildi ve
kuadriseps kasindan kas biyopsi Ornekleri alindi. Tiim ornekler donduruldu ve kriyostatla 8-
mikronluk kesitler yapildi. Tiim preparatlar rutin hematoksilen eozin boyasiyla, kombine COX-
SDH enzim boyalariyla ve histokimyasal modifiye Gomori trikrom, PAS ve oil red O boyalariyla
boyandi. Myofiber tip ayrimi i¢in fast myozin antikoru kullanildi. Bulgular. Kontrol grubuyla
karsilagtirildiginda, kas fiber tip dagilimi, lipit ve glikojen depolanmasi ile mitokondrial
fonksiyonlar agisindan doksorubisin veya ALKAR grubunda anlamli fark bulunmadi. Tartisma.
Bu calisma doksorubisin veya ALKAR tedavisinin kalp-dist ¢izgili kas dokusunda onemli
incinmeye etken olmadigimi géstermistir.
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Abstract

Aim. Doxorubicin is a widely used anticancer agent which can cause an unpredictable cardiac
toxicity increases with its cumulative dose. Previous studies demonstrated that side effects of
doxorubicin can be reduced by L-carnitine. However in only a few studies, toxic effects of
doxorubicin on skeletal muscles was investigated widely. The objective of present study was to
investigate the effects of doxorubicin and Acetyl L-carnitine on skeletal muscles in rats. Method.
The study was performed on adult male Wistar-Albino rats which are 200-300 gr in weight. Rats
were divided to four groups as control, doxorubicine, ALCAR and ALCAR + doxorubicine. The
first group (n=7) was the control. The second and forth groups (n=6/n=6) received intraperitoneal
doxorubicine (cumulative dose 15 mg/kg). Third and forth groups (n=7/n=6) received
intraperitoneal ALCAR (300 mg/kg/day) and it was continued 10 days. All animals in each group
were sacrificed on tenth day of the study and muscle biopsy samples were taken from quadriceps
muscles. All samples were frozen and 8-micron sections were cut using cryostat. Slides were
stained with routine hematoxylin eosin, enzyme histochemically combined COX and SDH,
histochemically with modified Gomori’s trichrome, PAS and oil red O. Fast myosin antibody was
used for discriminating myofiber type. Results. No significant differences were found in muscle
fiber type distribution, lipid and glucogen accumulation, or mitocondrial function in Doxorubicine
or ALCAR groups compared with control group. Conclusion. This study indicated that treatment
with doxorubicine or ALCAR cannot produce significant injury to non-cardiac striated muscle
tissue.
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Giris

Antrasiklinler antineoplastik antibiyotik grubundadir ve klinik olarak kullanilan anti-
timor kinonlarin en biiyiik sinifin1 olusturmaktadir [1-3]. Doksorubisin, ilk tedaviye giren
ve grubun halen en yaygin kullanilan dyesidir [4]. Antrasiklinler, topoizomerazlar ile
etkileserek DNA zincir kirilmalarima neden olmakta, DNA ve RNA polimerazlarin
fonksiyonlarin1 bozmakta, boylece DNA, RNA ve protein sentezlerini engelleyerek
apopitotik hiicre Olimiine neden olmaktadir [5, 6]. Ayrica antrasiklinler demir ve
ozellikle kalpte oksimiyoglobin ile etkileserek serbest radikaller olusturabilmektedirler
[7]. Sonugta bu etki mekanizmalari, ayn1 zamanda ilacin toksisitesine yol agmaktadir.
Kardiotoksisite, doksorubisinin doz sinirlayici en 6nemli yan etkisidir ve anti-tiimoral etki
ile kardiotoksik etkinin patogenezi farklidir. Anti-tiimoéral etkide hedef yapi DNA iken,
kardiyotoksisiteden sorumlu mekanizma serbest radikal olusumunun neden oldugu
hiicresel hasardir [1-3, 8, 9].

L-karnitin  lizin ve metiyonin amino asitlerinden sentezlenen; mitokondri
fonksiyonlarinda 6nemli rol oynayan ve noroprotektif, antioksidan, serbest radikal
baglayici etkileri olan vitamin benzeri bir maddedir. Ayrica L-karnitinin oksidatif stres ve
reaktif oksijen radikalleri iizerinde de 6nemli etkileri oldugu bilinmektedir [10, 11]. Kalp,
iskelet kasi, karaciger, bobrekler ve epididimiste spesifik transport sistemleri bulunan
karnitin bu dokular i¢inde yogunlasir ve 6zellikle kalp ve iskelet kasinda depolanir [12].
Asetil L-karnitin (ALKAR), L-karnitinin kisa zincirli ester tiirevi olup viicutta en g¢ok
bulunan agil karnitin tiiridiir [13]. ALKAR, yag asidi oksidasyonu sirasinda asetil
KoA’nin mitokondriye gecisini hizlandirir, asetilkolin {iretimine katkida bulunur ve
protein ile fosfolipid sentezini uyarir [14].

Antrasiklinlerin en iyi bilinen ve en ¢ok arastirilmis olan yan etkisi akut ve kronik
kardiyotoksik etkidir. Ancak, doksorubisinin ¢izgili kas iizerine etkilerini arastiran az
sayida calisma bulunmaktadir [14-16]. Bu ¢alismada; mutlak kardiyotoksik dozda
intraperitoneal doksorubisinle birlikte ALKAR uygulanan sicanlarda; doksorubisinin
cizgili kas tizerine 151k mikroskopik diizeyde incitici etkisi olup olmadigi ve olasi etkisine
karsi ALKAR’m koruyucu rol oynaylp oynamayacagmin histopatolojik olarak
degerlendirilmesi amaglandi.

Gere¢ ve yontem

Her biri alti-sekiz haftalik, ortalama agirliklar1 200-300 g olan, i¢ besleme yetistirilen, 26
adet Wistar tiirii Albino susu erkek sican Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Deney
Hayvanlart Arastirma Laboratuvarindan elde edildi. Calisma igin Dokuz Eyliil
Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan 02.04.2010
tarihinde etik kurul onay1 alindi. Siganlar rastgele secilerek her biri alt1 veya yedi sigan
igeren dort grup olusturuldu. Grup I (n=7) serum fizyolojik uygulanan si¢an grubu, Grup
I (n=6) doksorubisin uygulanan sican grubu, Grup III (n=7) ALKAR uygulanan sigan
grubu, Grup IV (n=6) ALKAR + doksorubisin uygulanan sican grubu olarak belirlendi.

Doxorubisin (10mg/5m, IV solusyon, Farmar ilag), kardiotoksik etki olusturacak dozda
(2mg/ml konsantrasyonunda 15mg/kg), toz halindeki ALKAR (Sigma) serum fizyolojik
icinde ¢ozilerek (140 mg/mL konsantrasyonda) 300mg/kg/dozda intraperitoneal
uygulandi. Kontrol grubuna esit hacimde serum fizyolojik soliisyonu yine intraperitoneal
yolla verildi.
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Doksorubisin, ALKAR veya esdeger hacimde serum fizyolojik uygulamalarindan sonra,
izlemin onuncu giiniinde siganlar feda edildi. Bilateral kuadriseps kaslar1 6rneklendi.
Cikartilan iskelet kas1 drnekleri sivi nitrojende dondurularak kriyostat yardimiyla 8 pm
kalinhiginda kesitler alindi. Kesitlere Hematoksilen Eozin (HE), Modifiye Gomori
trikrom, Periodik asit shiff (PAS), Oil Red O 6zel boyalari ile kombine Sitokrom C
oksidaz (COX) - Siiksinat dehidrogenaz (SDH) enzim boyalar1 uygulandi. Myofiber tip
ayrimi yapabilmek i¢in immunohistokimyasal Fast Myozin boyamasi (Novo Castra, Anti
-Myosin Heavy Chain Fast antikoru) uygulandi. Preperatlar, 151k mikroskobu ile gruplari
bilmeyen 2 ayri patolog tarafindan incelendi. Isik mikroskopu ile myofiber morfolojisi,
kas fiber tip dagilimi, fibrozis, lipid ve glikojen birikimi yanisira mitokondrial
fonksiyonlar degerlendirildi. Istatistiksel degerlendirmeler Windows igin olan SPSS 9.05
istatistik programi ile yapildi. Gruplarin karsilastirilmasinda Kruskal Wallis testi
kullanildi, p< 0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Bulgular

HE ile boyanan Kesitlerde kontrol grubunda kuadriseps kaslari histolojik olarak normal
bulundu. Ayni zamanda doksorubisin uygulanan sigan grubu, ALKAR uygulanan sigan
grubu ve ALKAR + doksorubisin uygulanan gruplarda da miyofibrillerin morfolojisi
benzer goriiniimdeydi (Resim 1). Gomori trikrom, PAS ve Oil Red O 6zel boyalarinda
kontrol grubuyla kiyaslandiginda diger 3 grupta fibrozis, lipid ve glikojen birikimi tespit
edilmedi. Miyofiber tip dagilimini gdstermek amaciyla uygulanan fast myozin
immunohistokimyasal ¢calismasinda sican kaslarinda hem kontrol grubunda hem de diger
3 grupta tipl/tip 2 dagilim tip 1 lehine olmakla birlikte (Resim 2) gruplar arasinda
istatistiksel anlamli fark tespit edilmedi (p=0,781). Ayni zamanda gruplar arasinda
uygulanan enzim boyamalarinda mitokondrial fonksiyonlarda istatistiksel anlamli fark
saptanmadi.

¢ =

Resim 1. Kontrol grubunda olagan goriiniimde myofiberler (HE X400).
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Resim 2. Fast myozinle tip 1 myofiber hakimiyeti (DABX400).

Tartisma

Hiicre icinde birka¢ farkli yolakla sitotoksik etki olusturan doksorubisin, birgok
malignitede etkili bir antineoplastik ajan olmasina ragmen kiimiilatif doza bagli olarak
gelisen kardiyotoksik yan etkisi, kullanimini kisitlar [2, 4-6]. Doksorubisine bagli olarak
meydana gelen kardiyotoksisitenin patogenezi tam agiklanamamakla birlikte, bu toksik
yan etkiden serbest oksijen radikallerinin hiicrelerde yol actigi hasarin sorumlu oldugu
bilinmektedir [17-18]. Baz1 ¢alismalarda doksorubisine bagli olarak olusan oksidatif
stresin vitamin E, aspirin, melatonin, triptofan, pentoksifilin, N-asetil sistein, deferipion
gibi antioksidanlarla ve desferroksamin, yeni demir selatorleri gibi maddelerle
azaltilabilecegi bildirilmektedir [19-21]. Zeidan ve ark. [22] ratlarda doksorubisin ile
kalpte ve karacigerde ortaya c¢ikan hasar1 elektron mikroskopisiyle incelemisler;
miyokardiyal hiicre kaybi, par¢alanma, mitokondriyal sisme ve yogunlagma tespit
etmiglerdir. Bu g¢alismada yine bir antioksidan olan L-Karnitinin koruyucu etkisini de
smanmustir.  Doksorubisin  verilen grupta ortaya c¢ikan bu bulgularm, “L-
karnitin+doksorubisin”  grubunda  olmadigini, dolayisiyla  L-karnitinin = agir
kardiyomiyopati bulgularin1 gerilettigini gostermislerdir [22]. Ancak yazarlar kalp kasi
dis1 ¢izgili kas bulgularini géz ardi etmiglerdir. Salt bu ¢alismada degil literatiirdeki bir
cok aragtirma kalp kasi ile sinirli olup; doksorubisin kiimiilatif doz uygulamalarinda
cizgili kas lizerine etkisi aragtiran ¢aligma sayist sinirhidir [14-16]. Caligmamizda mutlak
toksik dozda doksorubisin uygulanan siganlarda, kalp kasinin aksine ¢izgili kasda belirgin
kas incinme bulgusu saptanmamistir. Bu sonucun, ¢izgili kas ve kalp kasinin hiicre
diizeyinde metabolik farkliliklarina baglanabilecegi diistintilmiistiir.

Doksorubisine bagli kardiak dokudaki hasarlanma; myofibriller, niikleus, mitokondri, T-
tubul membran sistemi, sarkoplazmik retikulum ve interselliller baglantilar1 iceren
kompleks bir durumdur [23]. Temelde serbest oksijen radikallerinin ortaya gikmasina
bagli olusan doksorubisin toksisitesinde, kalp kasinda 151k mikroskopu ile tespit
edilebilen morfolojik bulgular; miyokardiyal fibrillerde hipertrofi, ddem, vakuolizasyon,
interstisyel 6dem, hemoraji, myofibriler diizensizlik ve nekrozdur [15, 16, 24]. Sonugta,
doksorubisin uygulanan ratlarda, hem myokardial kalsiyum transport hem de
mitokondrial elektron transport zincirinin kontroliindeki degisikliklerin histolojik
yansimasi olarak sarkoplazmik retikulumda vakuoler dejenerasyon, kardiak
mitokondrilerde sisme, interstisyel 6dem ve fokal myoliz goriilmektedir [15, 16]. Kalp
kasindaki bulgularla kiyaslandiginda, kalp dis1 ¢izgili kas dokusunda bulgular daha hafif
seyredebilmektedir [15]. Calismamizda incelenen kuadriseps kas dokularinda, kalp
kasinda bildirilen vakuoler degisiklikler, 6dem ve myoliz gozlenmedigi gibi, enzim
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histokimyasal incelemelerde mitokondrial fonksiyon kaybi da yoktur. Benzer sekilde
calismamizda doksorubisinin iskelet kasi myofiber tiplerine 6zel toksik etkisinin de
bulunmadigi gézlenmistir.

Doksorubisinin toksik etkisinin hedef dokuda ulastigi konsantrasyona bagli oldugu
bildirilmektedir. Doroshow ve ark. [15] doksorubisin iliskili kalp kasi hasarlanmasinda
ilacin dokudaki konsantrasyonunun énemli oldugunu vurgulamiglardir. Kalp, diyafram ve
gastreknemius ¢izgili kas dokusu Tlzerinde doksorubisinin etkisinin arastirildigi
caligsmalarinda, intraperitoneal uygulamada direk ila¢ dozu seviyesi ile iliskili olarak
sirastyla diyafram, kalp kasi ve ¢izgili kas dokusunda dozla paralel yapisal bozukluklar
goriildiigli  belirtilmistir. Sonugta da  doksorubisin  gastreknemius  kasindaki
konsantrasyonunun, kalp kasindakinin sadece %17’sine ulastigin1 saptamiglardir [15]. Bu
calismada mutlak kardiyotoksik dozda doksorubisin verilen siganlarda cizgili kas
hasarmin olmamasi, ilacin kuadriseps kasinda da gastroknemius kasi benzeri toksik
konsantrasyona ulasmamis olmasina baglanabilir [15].

Calismamizda; mutlak kardiyotoksik dozda intraperitoneal doksorubisinle birlikte
ALKAR uygulanan sicanlarda; doksorubisinin kalp kasi dis1 ¢izgili kas iizerine 151k
mikroskopik diizeyde incitici etkisi olmadigr ve antioksidan ALKAR verilen sigan
kaslarmin histopatolojik incelemelerinde de farklilik bulunmadigi gozlendi. S6z konusu
bulgularin iskelet kas1 ve kalp kasinin yapisal ve fizyopatolojik farkliligina veya ilacin iki
dokudaki farkli konsantrasyonda bagli olabilecegi disiiniilmekle birlikte, bu sonucun
genis serilerle desteklenmesi gerekir.
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