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Doksorubisinin sican iskelet kasinda kemomiyektomi etkisi

Doxorubicin-induced chemomyectomy effects in rat skeletal muscle
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Amac: Bu calismada, spastik kasta aktif kas lif sayisinin
azaltilmasiyla dengenin saglanabilecegi diistiniilerek,
doksorubisinin iskelet kasinda yaratacagi kalici hiicre
kaybinin (kemomiyektomi) deneysel olarak gosterilmesi
amaglandi.

Cahsma plami: Wistar cinsi 18 sican iki gruba ayrildi; bi-
rinci gruptaki dokuz sicanin sol kuadriseps kasmna 0.02
mg/0.5 ml, ikinci gruptaki dokuz sicanin sol kuadriseps ka-
smna 0.05 mg/0.5 ml doksorubisin enjekte edildi. Tiim sican-
larin sag kuadriseps kaslarina 0.5 ml serum fizyolojik enjek-
te edilerek kontrol grubu olusturuldu. Her iki gruptan tiger
sicanin yasamlar1 1, 6 ve 10. haftalarda sonlandirilarak her
iki taraf kuadriseps kaslar histolojik olarak incelendi.

Bulgular: Histolojik incelemede kontrol grubunu olusturan
sag kuadriseps kaslart normal bulundu. Birinci haftada ali-
nan oreklerde doza bagimli olarak, ikinci grupta daha faz-
la olmak iizere akut enflamasyon bulgulart goriildii. Birinci
grupta %2.5, ikinci grupta %10 oraminda enflamasyon alani
saptandi. Altinci hafta 6rneklerinde, dozdan bagimsiz ola-
rak akut enflamasyon bulgularinin yerini, tiim alanin ortala-
ma %0.8’i kadar oranda rejenerasyon olusumuna ve fibrozi-
se biraktigr gozlendi. On haftalik 6rneklerde ise rejeneras-
yonun bulunmadigi, hasarli alanlarin (ortalama %2.5 ora-
ninda) fragmente oldugu, atrofik fibrillerin var oldugu ve
dozdan bagimsiz olarak belirgin fibrozis gelistigi saptandi.

Cikanmlar: Doksorubisinin erken donemde doza bagim-
11 akut bir enflamasyona yol ag¢ti§1; ge¢ donemde ise doza
bagimli olmaksizin kas liflerinde fragmentasyon, atrofi ve
fibrozise neden olarak, kasin kasilabilir elemanlarinda ka-
lic1 bir azalmaya neden oldugu gozlendi. Iskelet kasinda-
ki bu kemomiyektomi etkisiyle, doksorubisinin spastisi-
teyle seyreden hastaliklarin tedavisinde yeni bir kimyasal
ajan olabilecegi sonucuna varildi.

Anahtar sozciikler: Doksorubisin/terapotik kullanim/farmakolo-
ji; enjeksiyon, intramuskiiler; kas denervasyonu/yontem; kas/me-
tabolizma/fizyoloji/ilag etkisi; nekroz; sican; spazm/ilag tedavisi.

Objecti ves: This study was based on the assumption that
decreased number of active muscle fibres in the spastic mus-
cle may be associated with restoration of the balance. Hence,
the effect of doxorubicin was evaluated in inducing permanent
cell necrosis on skeletal muscle (chemomyectomy).

Metho ds: Eighteen Wistar rats were divided into two
groups, equal in size, to receive doxorubicin injections
(0.02 and 0.05 mg/0.5 ml) into the left quadriceps muscles
under general anaesthesia. The right quadriceps muscles
(controls) were assigned to receive 0.5 ml of physiologic
saline solution. Three rats in each group were sacrificed on
the 1st, 6th, and 10th post-injection weeks, after which all
the quadriceps muscles were histologically evaluated.

Results: Histopathologic findings were normal in the con-
trol muscles. Dose-dependent acute inflammatory reactions
were observed in both groups at the end of the first week,
with a higher severity at 0.05 mg doses. The size of the
inflammation areas were 2.5% and 10% at 0.02 mg and 0.05
mg doses, respectively. At the end of six weeks, acute
inflammatory reactions were replaced by the development of
regeneration and fibrosis accounting to 0.8% of all the areas,
regardless of the dose given. Specimens of the 10th week
exhibited no regeneration; there was a mean of 2.5% frag-
mentation within the impaired areas, with atrophic fibrils and
marked fibrosis showing no dose-dependence.

Conclusion: Doxorubicin induces a dose-dependent
inflammatory reaction during the early postoperative peri-
od. In the long-term, permanent effects, which are not
dose-dependent, are observed characterized by fragmen-
tation, atrophy, fibrosis of muscle fibres, and losses in
contractile muscle elements. These doxorubicin-induced
chemomyectomy effects may prove therapeutic in the
treatment of spasticity-associated diseases.

Key words: Doxorubicin/therapeutic use/pharmacology; injec-
tions, intramuscular; muscle denervation/methods; muscles/metab-
olism/physiology/drug effects; necrosis; rats; spasm/drug therapy.
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Spastisite ile seyreden hastaliklarda patoloji
santral sinir sistemindeyken, etkileri kas iskelet
sisteminde goriilmektedir. Antagonist kaslarin
spastisitesi, agonist kaslarin normal ve/veya zayif
olusu, hareketin amaca uygun ve dengeli yapilma-
sin1 engeller. Tedavide amac, hareketin agonist ve
antagonist kaslarinin dengesini saglamaktir. Spas-
tisitenin konservatif tedavisinde etil alkol, fenol
ve son yillarda botulinum toksini kullanilmakta-
dir. Etil alkol ve fenol genellikle sinir blokaj1 icin
sinirlere, botulinum toksini ise sinir kas kavsagin-
da olusturdugu ileti kayb1 nedeniyle spastik kasla-
ra uygulanmaktadir. Her ii¢ ajanin da etkileri 3-6
ay ile simirlidir."” Tekrarlayan toksin uygulamala-
rinda ise bu etki siiresi daha kisalmakta ve viicut-
ta zamanla alerjik reaksiyon ortaya cikabilmekte-
dir.”

Doksorubisin, tedavi amaciyla sik kullanilan
bir antibiyotiktir. Intraven6z yolla uygulandiginda,
sistemik etkiyle hizli prolifere olan hiicrelerde
DNA sentezini engellemektedir. Cizgili bir kas
olan kalbe, doza bagimli olarak toksik etkide bu-
lunmaktadir.™ Bu yan etkisinden faydalanilarak,
oftalmolojide blefarospazm tedavisinde, spastik
kasa enjeksiyonu ile kasta nekroz gelistigi goste-
rilmistir.”” Kimyasal ajan ile kasin geri doniigiim-
siiz olarak nekroza ugratilmasi (kemomiyektomi)
yoluyla ortopedik patolojilerin tedavisi literatiirde
heniiz bildirilmemisgtir. Son yillardaki deneysel ¢a-
ligmalarda, servikal distoni tedavisi icin sternokle-
idomastoid kasina, larenjeal distoni tedavisi icin
tiroaritenoid kasa doksorubisin enjeksiyonu yapil-
mig ve basarili sonuglar alinmigtir.*'”

Daha onceki deneysel calismamizda, doksoru-
bisinin kas i¢inde olusturdugu erken enflamatuvar
yanit gosterilmistir.""! Bu deneysel ¢calismada, dok-
sorubisinin iskelet kasinda yaratacagi kalici kas
hiicresi kaybinin (kemomiyektomi) incelenmesi
amaclandi. Boylece, spastik kastaki aktif kas lif
sayisinin azaltilarak, eklem hareketlerinde bozul-
mug dengenin saglanmasina calisildi.

Gerec¢ ve yontem

Calismamiz, Adnan Menderes Universitesi Vete-
rinerlik Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali Hayvan
Laboratuvari’nda, Hayvan Etik Kurulu’nun izni ve
gbzetiminde yliriitiildii; tiim islemlerimizde hayvan
haklar dikkate alindi.

Wistar cinsi 18 sican iki gruba ayrildi; birinci
gruptaki dokuz sicanin sol kuadriseps kasina 0.02
mg/0.5 ml, ikinci gruptaki dokuz sicanin sol kuad-
riseps kasina 0.05 mg/0.5 ml doksorubisin enjekte
edildi. Girisimler intraperitoneal ketamin ve xyla-
zin anestezisi altinda yapildi. Enjeksiyonun alt1 sa-
at oncesinden bir giin sonrasina dek, sicanlarin ig-
me suyuna analjezik olarak metamizol damlatildi.
Uygulama sonrasi uyanan sicanlar kafeste serbest
dolasima birakildi. Sicanlarin sag kuadriseps kas-
larina 0.5 ml serum fizyolojik enjekte edilerek
kontrol grubu olusturuldu. Enjeksiyonlar, patella-
nin 1 cm iizerinden 1 cm’lik cilt insizyonu ile uy-
gulandi.

Her iki gruptan iiger sicanin yasamlari 1, 6 ve 10.
haftalarda sonlandirilarak her iki taraf kuadriseps
kaslar1 histolojik incelemeye alindi.

On hafta beklenen sicanlarin karaciger ve kalp
ornekleri de incelendi. Cikarilan kas oOrnekleri
uzun ekseni boyunca fizyolojik gerginliginde tutu-
larak, %4’liik notralize formalin soliisyonunda 72
saat bekletildi. Tiim orneklerden esit sayida dikey
ve yatay kesitler alindi. Preparatlar hematoksilen-
eosin, Masson trikrom ve periyodik asit-Schiff ile
boyandi ve gruplar1 bilmeyen iki ayr1 patolog tara-
findan ayr1 ayn incelendi. Isik mikroskobu ile ha-
sar alani, kas fibrillerinde sitoplazmik vakiiolizas-
yon, akut enflamasyon (6dem, enflamatuvar hiicre
infiltrasyonu) bulgulari, nekroz, fibrozis, rejene-
rasyon varlig1 arastirildi. Bu histopatolojik bulgu-
lar, az (+), orta (++), belirgin (+++) seklinde ii¢ de-
receli olarak degerlendirildi (Tablo 1, 2, 3). Hasar
alani, lezyonlu bolgelerin tiim kesit alanina orani
ile ortaya kondu.

Tablo 1. Histolojik olarak kas kesitlerinde sitoplazmik vakiiolizasyon, fragmentasyon ve
nekrotik fibril varliginin derecelendirilmesi

Biiyiik biiyiitme alan

Sitoplazmik vakualizasyon, fragmentasyon, nekrotik fibril varlig

10 1 kas fibrilinde
10 2-4 kas fibrilinde

+
++

10 5 ve iistii kas fibrilinde +++
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Tablo 2. Histolojik olarak kas kesitlerinde enflamatuar hiicre miktarinin derecelendirilmesi

Biiyiik biiyiitme alan

Enflamatuvar hiicre varlig

1 Odaksal
1 Alanin 1/2’sinde
1 Alanin tiimiinde

+ (Az)
++ (Orta)
+++ (Belirgin)

Tablo 3. Histolojik olarak kas kesitlerinde gozlenen fibrozis ve rejenerasyon miktarinin

derecelendirilmesi

Biiyiik biiyiitme alan

Fibrozis ve rejenerasyonun kapladigi alan

10 1 kas fibrili kalinlig + (Az)
10 2-4 kas fibrili kalinligt ++ (Orta)
10 5 ve {istii kas fibrili kalinlig +++ (Belirgin)

Sonuclar

Kontrol grubunu olusturan sag kuadriseps kaslari
histolojik olarak normal bulundu. Doksorubisin enjek-
te edilen sol kuadriseps kaslarinda, birinci haftada ali-
nan orneklerde, dozun yiiksek oldugu ikinci grupta da-
ha fazla olmak iizere, sitoplazmik vakiiolizasyon, frag-
mentasyon, nekrotik fibril, enflamatuvar hiicre infilt-

rasyonu, ddem (akut enflamasyon) bulgularr goriildii.
Dozun az oldugu birinci grupta %?2.5, fazla oldugu
ikinci grupta %10 enflamasyon alan1 saptandi.

Altinct hafta alinan 6rneklerde, dozdan bagimsiz
olarak, tiim alanin ortalama %0.8’inde akut enfla-
masyon bulgularinin yerini rejenerasyon bulgulari-
nin ve fibrozisin aldig1 gozlendi (Sekil 1a). On haf-

Tablo 4. Doksorubisin enjeksiyonu yapilan kuadriseps orneklerinde histopatolojik degisikliklerin siddeti ve hasarli

alanlarin normal dokuya orani

Sitoplazmik Fragmentasyon = Nekrotik Odem Enflamatuvar Fibrozis Rejenerasyon  Hasarli alan

vakiiolizasyon fibril hiicre (%)
Al.l ++ ++ + ++ ++ - - 4.3
Al.2 + + - + + - - 2
Al3 + - - + + - - 1.2
A6.1 - + - - + +++ + 2
A6.2 - + - - + + + 0.3
A6.3 - + - - - + + 0.2
A10.1 - + - - - ++ - 23
A10.2 - + - - - +++ - 23
A10.3 - + - - - ++ - 3
B1.1 + +++ ++ + ++ + - 13
B1.2 ++ ++ +++ +++ +++ + - 7.3
B1.3 ++ +++ ++ ++ +++ - - 9.6
B6.1 - + - - + ++ + 0.2
B6.2 - + - - - ++ + 0.3
B6.3 - + - - + +++ ++ 2
B10.1 - ++ - - - +++ - 3
B10.2 - ++ - - - ++ - 23
B10.3 - + - - - ++ - 23

A:0.02 mg; B: 0.05 mg enjeksiyon gruplarini; harften sonra gelen 1, 6, 10 degerleri sicanlarin 6ldiiriildiikleri haftalari, noktadan sonra gelen sayilar deneklerin

numaralarini belirtmektedir.
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talik d6rneklerde ise rejenerasyonun bulunmadigi, ha-
sarl1 alanlarin (ortalama %?2.5 oranda) fragmente ol-
dugu, atrofik fibrillerin var oldugu ve dozdan ba-
gimsiz olarak belirgin fibrozisin gelistigi goriildii
(Sekil 1b) (Tablo 4). Incelenen kalp ve karaciger ke-
sitlerinde patolojiye rastlanmadi.

Tartisma

Doksorubisin, malign neoplazmlarin tedavisinde
stk kullanilan, hiicre i¢inde birka¢ yolla sitotoksik

etki olusturan antrasiklin tiirii bir antibiyotiktir.
Streptomyces peucetius mikroorganizmasindan elde
edilir. Orta derecede lipofilik 6zellik tasir. Cekirdek
DNA’sina ve RNA’ya baglanip niikleik asit ve prote-
in sentezini engelleyerek toksik etki gosterir. Ayrica,
sarkoplazmik retinakulum yap1 ve fonksiyonlarini
da bozar." Serbest radikal iiretimi ve kalsiyum sali-
mmim da etkiledigi bildirilmistir."” Iskelet kas1 ve
kalp iizerine toksik etkisi dokudaki konsantrasyonu-
na baghdir. Sistemik yolla verildiginde, gastrokne-

- -

. ——
Sekil 1. (a) Alti haftalik 6rneklerde atrofik kas fibrilleri (beyaz ok), fibrozis baglangici
(siyah ok) ve seyrek alanlarda enflamasyon bulgulari (asteriks) géruliyor.
(H-E x 40). (b) On haftalik érneklerde atrofik kas fibrilleri (beyaz ok) ve fibro-
zis (siyah ok) izleniyor (Masson trikrom x 200).
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mius kasinda, kalp kasindaki konsantrasyonunun
%]17’sine ulastig1 saptanmigtir.""”

Spastisiteyle seyreden hastaliklarin tedavisinde
kullanilan etil alkol, fenol ve botulinum toksininin
etkileri gecicidir."” Ug ila alt1 ay sonunda uygulan-
diklar1 kaslarda rejenerasyon olur ve spastisite tek-
rar olusur. Kazanilan bu siirede yapilan rehabilitas-
yon ile, antagonist kaslar giiclendirilerek hareketin
dengesi saglanmaya caligilir."¥ Ayni zamanda hare-
keti bozan spastik kasin saptanmasinda ve uygun
cerrahi endikasyonun belirlenmesinde de bu ajanla-
rin 6nemi vardir. Etki siirelerinin gecici olmasinin
yant sira botulinum toksininin pahali olusu ve tek-
rarlayan enjeksiyonlar sonrasi toksine karsi gelisen
alerjik reaksiyonlar da bu ajanlarin kullanimini si-
nirlamaktadir.” Doksorubisinin kalic1 kemomiyek-
tomi etkisi ve tedavi maliyetinin diisiik olusu, kon-
servatif tedavinin bu olumsuz yanlarini ortadan kal-
dirabilir. Calismamizda, 10. haftada %2.5 oraninda
gozlenen kalic1 kas hasart ve fibrozis, etkinin kali-
ciligii gostermektedir.

Doksorubisin enjeksiyonu sonrasinda kas kesitle-
rinin histolojik incelemesinde sitoplazmik vakiioli-
zasyon, 6dem ve miyofibriler diizensizlikler gézlen-
mistir. Enjeksiyon bolgesinde bircok nekrotik kas
hiicresi saptanmistir. Masson trikrom ile boyanan
kesitlerde, koyu boyanan hiyalin fibriller vardir. Kas
liflerinde gbzlenen belirgin fragmentasyon ve bozul-
ma, toksik hasarin kasa verdigi asir1 zararin belirtile-
ridir.”"*"® Doksorubisinin kemomiyektomi ve fonk-
siyonel kemodenervasyon etkisi bu sekilde ortaya
cikmaktadir.

Kardiyomiyopati, mukoza iltihabina bagh bu-
lant1, kusma ve diyare ve flebosklerozis, doksoru-
bisinin kanser tedavisi sirasinda goriilen yan etkile-
ridir." Damar digina ¢iktig1 hallerde, hizla eritema-
toz lezyona yol agar ve bir hafta icinde bu bolgede
nekroz ve iilserasyon gelisir. Ulserin biiyiikliigii ve
derinligi damar disina kagan doksorubisin miktari
ile dogru orantilidir."**” Oftalmolojide, blefaros-
pazm ile ilgili kullaniminda, spastisiteyi ¢oziicii et-
ki icin tekrarlayan uygulamalar gerektigi bildiril-
mistir. GOz c¢evresindeki cildin ince olusu, uygula-
manin cilt lezyonu seklindeki yan etkisini ortaya
cikarmis; tekrarlayan uygulamalar ise bu riski artir-
mustir.” Nguyen ve ark.”" lokal anesteziklerin hafif
ve geri doniisiimlii kas nekrozu olusturan etkilerini,

doksorubisinin etkisini artirmak ve tekrarlayan uy-
gulamalardan kacinmak i¢in kullanmislardir. En-
jeksiyonu uyguladigimiz bolgede cildin yeterince
kalin olusu, lokal anesteziklerin kas nekrozunu ar-
tiricr etkisinden yararlanmamiza gerek olmadigini
diisiindiirdii. Ayrica, calismamizda kas i¢i enjeksi-
yonlardan sonra cilt lezyonu olugsmamasi, uygula-
digimiz dozun diisiik olmasina ve enjeksiyonun
cerrahi diseksiyon ile ve gorerek yapilmasina bag-
lanabilir.

Enjeksiyon sonrasi sicanlar kafeste serbest dola-
sima birakildi; birinci gilinden itibaren yiiriiytisleri
normale dondii ve aksamalar1 ortadan kalkti. Yasam-
lariin sonlandirildig: giine kadar aksama gozlenme-
di. Anestezi altinda kuadrisepsleri alinmadan 6nce
yapilan diz muayenesinde kontraktiir saptanmadi.
Doksorubisinin olusturdugu kemomiyektomi sonra-
st gelisen fibrozis, kasin boyunu kisaltacak bir kont-
raktiire neden olmadi. Baska ¢aligmalarda da, dokso-
rubisin uygulanan bolgelerde kas liflerinin sayisinin
azaldigi; ancak boylarinin degismedigi ve kontraktiir
olugmadigr goézlenmigtir.”'*'>"7

Doksorubisin enjeksiyonundan bes dakika sonra
g0z cevresindeki kaslarda miyofibriler bozunmanin
basladig1 ve bunun 24 saat siirdiigii; ilk saat i¢inde,
enjeksiyon bolgesinde bircok miyofibrilde bu bo-
zulmanin gozlendigi bildirilmigtir.”'** Dordiincii
glin sonunda sadece bazi liflerde geri doniisiimsiiz
miyofibril hasarinin ortaya ¢iktiginin gézlenmesi
tizerine, doksorubisine bagl ii¢ tiir etki ileri siiriil-
miistiir.”"** Birinci grupta geri doniisiimsiiz miyo-
fibril hasarli bolgeler, ikinci grupta geri dontistimlii
hasarli alan, iiciincii grupta etkilenmeyen miyofib-
rillerin olusturdugu bolge vardir. Bu bilgi 1s181nda,
ilk yaptigimiz calismada iskelet kasinda olusan de-
gisiklikler birinci haftada incelenmisti.""” Birinci
hafta sonunda enflamasyon bulgulari, doz ile oran-
tili olarak iskelet kasinda siirmekteydi. Rejeneras-
yon ve nekroz oranini saptamak i¢in daha uzun sii-
reli orneklere gereksinim duyulmasi iizerine bu ¢a-
lisma planlanmuis, birinci haftanin yami sira altinct
ve 10. hafta kas ornekleri de ayr1 gruplar olugturu-
larak incelenmistir. Ongalismamizda, 0.05 mg’lik
enjeksiyon sonrasi ilk haftada gézlenen %11 ora-
ninda hasar alani, spastik kasin kasilabilir eleman-
larindaki kayip olarak diisliniilmiistiir. McLoon ve
ark.nin"** caligmasinda da goriildiigii gibi, doksoru-
bisin uygulamasindan sonra rejenere olabilen kas
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lifi gruplarinin varligi, uzun dénemde akut faz geg-
tiginde, hasarli alanin %2.5 oranlarina diismesine
neden olmustur. Bu orandaki bir kas giicii kaybi,
spastisitenin geregi gibi geriletemeyecegini diisiin-
diirebilir. Elde edilen kemomiyektomi etkisinin
dozla iligkisinin olup olmadiginin saptanmasi i¢in,
caligmalarin, istatistiksel degerlendirme yapilabile-
cek coklu altgruplarla daha yiiksek dozlarda ve tek-
rarlayan uygulamalarla derinlestirilmesi gerektigi-
ni diisiiniiyoruz.

Falkenberg ve ark.” yaptiklari elektrofizyolojik
calismada, tavsanlarin sternokleidomastoid kaslari-
na doksorubisin enjeksiyonu sonrasinda kas kuvve-
tini, tetanik uyarilara yaniti ve yorgunluk oranlarim
incelemiglerdir. Kasin olusturdugu en yiiksek kuvve-
tin o6zellikle tetanik uyarilara verilen yanitta azaldi-
gin1, yorgunluk oraninin degismedigini gozlemisler-
dir. Bu bulgular, doksorubisin uygulamasi sonrasin-
da, spastik hastaliklarda siirekli uyarilan kaslarin
giinliik aktivitelerinin etkilenmeyecegini; ancak te-
tanik uyarilara verilen kas yanitinin azalacagimi dii-
stindiirmektedir. Calismamizdan farkli olarak, Fal-
kenberg ve ark.nin® calismasinda doksorubisinin bu
etkisinin doz ile dogru orantili olarak artt1g1 bildiril-
mistir. Elektrofizyolojik ¢alismalarin gelistirilmesiy-
le ve doksorubisinin sagladigi kemomiyektomi saye-
sinde, serebral palsili hastalarda agonist-antagonist
kas dengesinin saglanabilecegine dair umutlar arta-
caktr.

Doksorubisinin erken donemde doza bagiml
akut bir enflamasyona yol actig1, ge¢ donemde ise
doza bagli olmaksizin kas liflerinde fragmentasyo-
na, atrofiye ve fibrozise neden olarak, kasin kasila-
bilir elemanlarinda bir azalmaya neden oldugu goz-
lendi. Ortopedi literatiiriinde deneysel veya klinik
calisma alaninda 6rnegi heniiz gézlenmemis olmak-
la birlikte, iskelet kasinda doksorubisine bagli ke-
momiyektomi etkisinden, spastisiteyle seyreden has-
taliklarin tedavisinde yeni bir yontem olarak yararla-
nilabilecegi sonucuna varildi.
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