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Doksorubisinin iskelet kasina etkileri: Deneysel calisma

The effect of doxorubicin on skeletal muscle:
an experimental study
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Amac: Istemsiz ve kontrolsiiz kas kasilmas ile seyreden
hastaliklarin konservatif tedavisinde kullanilan botulinum
toksininin spastisiteyi ¢oziicii etkisi ortalama ii¢ aydir ve
tedavi maliyeti oldukca yiiksektir. Bu deneysel ¢caligmada,
kasta nekroza yol acan yan etkisinin kalic1 oldugu bildiri-
len ve ucuz bir antikanserojen olan doksorubisinin iskelet
kasina olan etkisi incelendi.

Cahsma plani: Alt1 adet erkek Wistar siganin sol kuadri-
seps kaslarina, genel anestezi altinda bir santimetrelik bir
insizyonla 0.02 mg/ 0.5 ml, diger alt1 sicanin sol kuadri-
seps kaslarina ise 0.05 mg/ 0.5 ml doksorubisin enjekte
edildi. Sicanlarin sag kuadriseps kaslarina ise 0.5 ml
9%0.9’luk serum fizyolojik enjeksiyonu ile kontrol grubu
olusturuldu. Yedi giin sonra tiim sicanlar yiiksek doz anes-
tezi ile sakrifiye edildi. Isitk mikroskobu altinda kas doku-
sunda hasar olup olmadig1 ve varsa siddeti aragtirildi.

Sonuglar: Histopatolojik incelemede 0.02 mg doksorubi-
sin enjekte edilen kaslarda ortalama %3 oraninda kas nek-
rozu ve hafif enflamasyon bulgular: varken, 0.05 mg dok-
sorubisin enjekte edilen kaslarda ortalama %11 kas nek-
rozu ve orta, agir enflamasyon bulgular1 saptandi. Kontrol
grubu kaslarda histopatolojik bulgular normal idi.

Cikarimlar: Doksorubisinin kemomiyektomi etkisi ne-
deniyle ortopedide spastisite ile seyreden hastaliklarin te-
davisinde cerrahiye bagvurmadan yeni ufuklar agabilece-
§i gorlistine varildi.

Anahtar sozciikler: Hayvan; doksorubisin/terapotik kulla-
nim/farmakoloji; kas/metabolizma/fizyoloji/ilag¢ etkisi; kas
denervasyonu/yontem; botulinum toksini/terapotik kullanim.

Objectives: The spasticity-solving effect of botulinum toxin
is utilized in the conservative treatment of involuntary and
uncontrolled muscle diseases. However, this effect is about of
three-month duration, with reasonably high cost.
Doxorubicin is a cheap antineoplastic agent reported to cause
muscle necrosis. This experimental study sought to investi-
gate the effect of doxorubicin on the skeletal muscle.

Methods: Twelve male Wistar rats were assigned to dox-
orubicin injection of 0.02 mg/ 0.5 ml (n=6) and 0.05 mg/
0.5 ml (n=6) into the left quadriceps muscles through a
skin incision of one centimeter under general anesthesia.
The right quadriceps muscles of the same rats were
assigned as controls and 0.5 ml 0.9% NacCl solution was
injected. All the rats were sacrificed under high dose
anesthesia seven days later and changes in the muscle tis-
sue were evaluated under light microscope.

Results: Histopathologically, doxorubicin injection of
0.02 mg resulted in a mean of 3% muscle necrosis and
slight inflammation, whereas with 0.05 mg doxorubicin,
muscle necrosis was 11% and moderate to severe inflam-
mation was noted. Histopatological findings were normal
in control muscles.

Conclusion: With its chemomyectomy effect, doxoru-
bicin may open new horizons in the treatment of spastic-
ity in orthopaedics, without the need for surgical inter-
vention.
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Kaslarin veya kas gruplarmin istemsiz ve kont-
rolsiiz kasilmasiyla seyreden bircok hastalik vardir.
Norolojik ve oftalmolojik bu tip kas hastaliklarinin
tedavisinde, gecici olarak bir fonksiyonel denervas-
yon etkisi gosteren botulinum toksininden yararla-
nilmaktadir."* Kas igerisinde sinirlerin dagildig1 bolge-
ye yakin olarak enjekte edilen botulinum toksini, se-
lektif olarak kolinerjik sinir uglari tarafindan tutula-
rak birkag ay siire ile bu terminallerde presinaptik asetil
kolin serbestlesmesini engeller. Toksin, gerek sinir
terminallerinde gerekse noromuskiiler bileskelerde
harabiyet yapmaksizin bunlara baglanarak etkili bir
noromuskiiler blok olusturur.** Son yillarda beyin
felcli cocuklarin tedavisinde spastisiteyi azaltmak,
daha iyi bir hareket ve daha fazla bagimsizlik sagla-
mak, kas kontraktiirleri ve ortopedik deformiteleri
onlemek amaciyla botulinum toksininden yararlanil-
maya caligilmaktadir.™” Ancak bu toksinin maliyeti-
nin ¢ok yiiksek olmasi ve 2-3 ay gibi kisa etkili ol-
mas1 nedeniyle, daha ucuz ve etkisi kalici olan bas-
ka kimyasal ajanlara yonelinmigtir. Bu amacla, anti-
mitotik ve antimetabolik 6zellikleri nedeniyle kanser
tedavisinde kullanilan doksorubisinin kas dokusu
tizerine etkisi arastirtlmistir. Doza bagli olarak kar-
diyomiyopati yaptig1 bilinen doksorubisinin iskelet
kasinda da kemomiyektomi ve kemodenervasyon
ozelliklerinin oldugu goriilmiistiir.*'"' Doksorubisin
enjeksiyonu sonrasi gelisen kas hiicresi kayb1 kemo-
miyektomi olarak tanimlanmuigtir.

Bu deneysel calisma, doksorubisinden ortopedik
spastik kas hastaliklarinda da yararlanilabilecegi dii-
stincesiyle diizenlenmistir.

Gerec ve yontem

Bu calismada, on haftalik on iki erkek Wistar cin-
si sicanda iskelet kasina enjekte edilen doksorubisi-
nin akut etkisi aragtirildi. Ortalama agirlig1 156 gram
(132-178 gr) olan sicanlarin yarisina sol taraf kuad-
riseps kaslarina 0.02 mg/0.5 ml, diger yarisina ise
0.05 mg/0.5 ml doksorubisin enjekte edildi. Denek-
lerin sag taraflar1 kontrol grubu olarak kabul edilip
kuadriseps kaslarina 0.5 ml %0.9’luk serum fizyolo-
jik uygulandi. Enjeksiyonlarin tiimii, genel anestezi al-
tinda bir cm’lik cilt insizyonu ile kuadriseps kaslart ici-
ne yapildi. Ketamin hidroklorid (50 mg/ml), atropin
(1 mg/ml) ve diazepam (5 mg/ml) karisimindan olu-
san anestezik madde intraperitoneal yolla, 100 gram
agirhiga 0.25 ml olacak sekilde verildi. Profilaksi
amactyla anestezik madde karistmina 100 gram agir-

l1iga 4 mg olacak sekilde sefazolin eklendi. Yedi giin
sonra tiim sicanlar yiiksek doz anestezi ile sakrifiye
edildi. Deneklerin sag ve sol kuadriseps kaslari ¢ika-
rildiktan sonra uzun eksenleri boyunca gerilerek, 72
saat siire ile %4 liik notralize formalin soliisyonunda
bekletildi. Ttim kuadriseps kaslari, enjeksiyon doz-
lar1 ve taraflarini bilmeyen bir patolog tarafindan ta-
kibe alinip degerlendirildi. Her bir drnekten esit sa-
yida vertikal ve horizontal kesitler alinarak hematoksi-
len-eosin, Masson trikrom ve periodik acit Schiff (PAS)
ile boyandi. Isik mikroskobu altinda kas dokusunda
hasar olup olmadig1 ve varsa siddeti arastirildi. Pre-
parattaki toplam kas doku alani ve hasar alani, mik-
rometrik okiiler ile mikrom’ cinsinden olgiilerek, ha-
sar alaninin toplam doku alanina orani yiizde olarak

Sekil 1. L5 no’lu olguda hasar alani. Yogun yangisal
infiltrasyon, fibrozis, nekrotik kas fibrilleri
(H-Ex54).

Sekil 2. L4 no’lu olguda nekrotik fibrillerde boyanma
kaybi, sag Ustte normal goériinimlu kas fibrilleri
(Masson trikromx54).
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Tablo 1. Doksorubisin enjeksiyonu yapilan kuadriseps drneklerinde histopatolojik
degisikliklerin siddeti ve hasarli alanlarin normal dokuya orani

Sitoplazmik Fragmentasyon Nekrotik Enflamasyon Fibrozis Hasarli
vakuolizasyon Fibril alan
Odem  Enfl. hiicre
L1 ++ ++ + ++ ++ - 5
L2 + + - + + - 1
L3 + - - + + - 1
L4 - ++ + - ++ - 2
L5 ++ ++ + ++ ++ - 5
L6 + + - + + - 1
L7+ ++ + ++ o+ 15
L8 ++ ++ +++ +++ +++ + 10
L9 ++ +++ ++ ++ +++ - 7
L10 + +++ ++ + ++ + 14
L11 ++ ++ +++ +++ +++ + 11
L12 ++ +++ ++ ++ +++ - 8

L1- L6 ornekleri 0.02 mg enjeksiyon sonuglary; L7-L12 6rnekleri 0.05 m. enjeksiyon sonuglari.

(-) yok, (+)az, (++)ortaderece, (+++) belirgin.

hesaplandi. Ayrica hasar alaninda, kas fibrillerinde
sitoplazmik vakuolizasyon, fragmantasyon, nekroz,
enflamasyon (6dem ve enflamatuar hiicreler) ve fibrozis
gelisip gelismedi8i arastirildi. Histolojik bulgular, az
(+), orta derecede (++) ve belirgin (+++) hasar seklinde
degerlendirildi.

Sonuclar

Doksorubisin enjeksiyonundan sonra deneklerin
hicbirinde ciltte nekroz, iilser ve enfeksiyon gozlen-
medi. Kontrol olarak serum fizyolojik enjeksiyonu
yapilan sag kuadriseps kaslarmin histolojik incele-

Sekil 3. L5 no’lu olguda kas fibrilinde stoplazmik vakuoli-
zasyon ve yangisal hiicre infiltrasyonu (H-Ex270).

meleri normal yapida idi. Kastaki hasar alan1 0.02
mg/ 0.5 ml doksorubisin enjeksiyonu yapilan 6rnek-
lerde ortalama %3 (%1-%>5) ile zayif ve orta diizey-
de idi (Tablo 1).

Doksorubisin dozunun 0.05 mg/0.5 ml uygulan-
dig1 orneklerde ise hasar alaninin daha genis oldugu
ve ortalama %11 (%7-%15) oranma ulastig1 saptandi.
Enflamasyon giddetinin belirgin derecede arttig1, kas
fibrillerinde geri doniigsiiz hasar bulgularinin (frag-
mantasyon) ve nekrozun one ¢iktigi, fibrozisin bag-
ladig1 dikkati gekti (Tablo 1) (Sekil 1,2,3,4).

Sekil 4. L6 no’lu olguda kas fibrillerinde fragmantasyon
(H-Ex270).
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Tartisma

Son yillarda beyin felci tedavisinde kullanilmaya
baglanan botulinum toksininin ¢ok pahalli olmasi1 ve
etkisinin 2-6 ay gibi kisa siireli olmas1 yaygin olarak
kullanimint engellemektedir.”'*' Bu toksin enjeksi-
yonunun egitimli ve lisansh kisilerce yapilmasi zo-
runlulugu da kullanimini bir 6l¢iide kisitlayici bir etken-
dir® Ote yandan, yapilan arastirmalar doksorubisinin
kemomiyektomi etkisinin kalic1 oldugunu gostermekte-
dir. Kas ici enjeksiyonu sonrasi, etkilenen kas liflerinde
geri doniisiimsiiz lezyonlara yol acgtigi bildirilmis-
tir.®'*'"" Ayrica doksorubisin, botulinum toksinine
oranla ¢ok daha ucuzdur.

Doksorubisin antimitotik ve antimetabolik 6zelli-
&i nedeniyle giiniimiizde kanser tedavisinde kullani-
lan bir ilagtir. Streptomyces peucetius mikroorganiz-
masinin dogal olarak olusturdugu sitotoksik iiriinden
elde edilen bir antibiyotiktir. Bu ajan, DNA’ya bag-
lanarak mitozu ve niikleik asit sentezini engellerken,
RNA’ya da baglanarak protein sentezini onler.

Doksorubisinin kanser tedavisi sirasinda kardiyomi-
yopati, mukoza iltihabina bagl bulanti, kusma ve di-
yare ve flebosklerozis gibi yan etkiler bildirilmig-
tir.'"”! Doksorubisin, doza bagl olarak kardiyomiyo-
pati ve cilt lezyonlarina neden olur. Damar digina ¢ikti-
&1 hallerde hizla eritematdz lezyona yol acar ve bir
hafta icinde bu bolgede nekroz ve iilserasyon gelisir.
Ulserin biiyiikliigii ve derinligi damar disina kagan
doksorubisin miktart ile dogru orantilidir."*'"”" Yapti-
Simiz calismada deneklerin higbirinde kas ici enjek-
siyonlardan sonra cilt sorunu olusmamasi uyguladi-
gimiz dozun diisiik olmasina baglanmuistir.

Doksorubisinin kardiyomiyopati ve cilt lezyonla-
rina yol acan komplikasyonlarinin bilinmesine kar-
sin, kas dokusuna yonelik etkileri iizerinde fazla du-
rulmamigtir."® Zorzato ve ark."” iskelet kasina yapi-
lan doksorubisin enjeksiyonunun, sarkoplazmik reti-
kulumdan kalsiyum salinimini bozarak kas dokusun-
da hasara yol actifini gostermistir. Doksorubisinin
kemomiyektomi ve kemodenervasyon ozelli§inde bu
mekanizma rol oynar.”'"****/ McLoon ve ark.,”” kas
icine doksorubisin enjeksiyonu sonrasinda besinci
dakikada miyofibriler bozulmanin bagladigini, dor-
diincii giinde degisikliklerin yerlestigini bildirmis-
lerdir.

Doksorubisin enjeksiyonu sonrasinda kas kesitle-
rinin histolojik incelemesinde, sitoplazmik vakuoli-

zasyon, 6dem ve miyofibriler diizensizlikler gézlen-
mistir. Enjeksiyon bdlgesinde bircok nekrotik kas
hiicresi saptanmistir. Masson trikrom ile boyanan
kesitlerde koyu boyanan hyalin fibriller vardir. Kas
liflerinde belirgin fragmantasyon ve bozulma, toksik
hasarmn kasa verdigi asir1 zararin belirtileridir."” Dokso-
rubisinin kemomiyektomi ve fonksiyonel kemodener-
vasyon etkisi bu sekilde ortaya ¢ikmaktadir.

Doksorubisin enjeksiyonundan sonra kastaki
akut degisikliklerin ilk hafta icerisinde ortaya ¢ik-
mas1 nedeniyle calismamizda denekler yedinci giin-
de sakrifiye edilmislerdir. Calismamizda, kuadriseps
kaslarn icerisine enjekte edilen doksorubisin sonra-
sinda kasta olusan doku hasarmin doz ile dogru orantili
arttigr saptanmistir: 0.5 ml’de 0.02 mg doksorubisin
ile olusan kas doku hasar ortalama %3 oraninda iken,
0.05 mg dozda %11’e ulasmistir. Doz artis1 ile bir-
likte kasta olusan hasarin siddetinin de arttig1 belir-
lenmistir (Tablo 1.) Calismamizda, kemomiyektomi
ve kemodenervasyon etkisinin doksorubisin dozu ile
arttig1 gosterilmesine ragmen, denek sayisinin azligi
nedeniyle bu bulgu istatistiksel analizlerle yorumla-
namamigtir.

Antikanserojen bir ajanin kemomiyektomi ama-
ciyla ortopedide kullanimina literatiirde rastlanma-
mustir. Spastik beyin felci ve tortikolis gibi hastalik-
larda, kaslarda cerrahiye bagvurmadan kalic1 bir etki
elde edilebilmesi ortopedide yeni ufuklar acabile-
cektir. Bu konuda daha yogun ve genis kapsaml ¢a-
lismalarin gerektigi inancindayiz.
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