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OZET

Amac: Doksorubisin (DOXO) etkinligi ytiksek ve sik recete edilen bir antikanser antrasiklin ila¢ olmasina
karsin, kullanimi ¢oklu ilag direnci ve doz-bagiml kiimiilatif kardiyotoksisite nedeniyle kisitlanmaktadir.
DOXO'nun yaygin kullanillan bir antidepresan olan fluoksetin (FLU) ile birlikte kullanimi, c¢okKlu ilag
direncinin asilmasi icin gelistirilen tedavi stratejilerindendir. Bu calismada FLU-DOXO kombinasyonunun
biyokimyasal kardiyotoksisite belirtecleri tizerindeki etkilerinin arastinlmasi amaclanmstir.

Gerec ve Yontem: Balb-c tir fareler 4 gruba ayrilarak 6 hafta boyunca tedavi edilmislerdir: (1) kontrol
(serum fizyolojik), (2) FLU (0.5 mg/kg/giin), (3) DOXO (kimiilatif doz 12 mg/kg), (4) FLU (0.5 mg/kg/giin)
ve DOXO (kimilatif doz 12 mg/kg). Tedavinin sonunda elde edilen serum 6rneklerinde hs-Troponin T,
ALT, AST, LDH, kalp dokularinda ise Total oksidan kapasite belirlenmistir.

Bulgular: Sonucglarimiza gére FLU-DOXO kombinasyonu serum ytiksek duyarlilikli Troponin T (hsTnT)
diizeylerinde artisa neden olmustur. DOXO uygulamasi serumda aspartat aminotransferaz (AST) ve
kardiak dokuda total oksidan kapasite (TOS) diizeylerinde artisa neden olurken, serumda alanin
aminotransferaz (ALT), laktat dehidrogenaz (LDH) ve kreatin kinaz-MB (CK-MB) diizeyleri degismemistir.

Sonuc: 0.5 mg/kg/gun FLU tedavisi ile, kimulatif 12 mg/kg DOXO'nun birlikte uygulanmasinin, hsTnT
ile belirlenebilen erken dénem kardiyotoksisite olusturabilecedi dusunilmiuistiir.
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ABSTRACT

Aim: Doxorubicin (DOXO) is a highly effective and extensively prescribed anticancer antracycline drug,
however, its use is limited by multidrug resistance and dose-dependent cumulative cardiotoxicity.
Administration of DOXO with widely used antidepressan fluoxetine (FLU) is one of the treatment
strategies for multidrug resistance. In this study, we aimed the investigation of FLU-DOXO combination
on biochemical cardiotoxicity markers.

Material and Method: Balb-c mice divided 4 group and treated 6 weeks: (1) control (serum
physiologic), (2) FLU (0.5 mg/kg/day), (3) DOXO (cumulative dose 12 mg/kg), (4) FLU (0.5 mg/kg/day) ve
DOXO (cumulative dose 12 mg/kg).

Results: Regarding to our results, FLU-DOXO combination increased serum high sensitivity Troponin T
(hsTnT) levels. While DOXO treatment increased serum aspartate aminotransferase (AST) and cardiac
total oxidant capacity (TOS), serum alanine aminotransferase (ALT), lactate dehydrogenase (LDH) and
creatine kinase-MB (CK-MB) levels were unchanged.

Conclusion: Administration of DOXO with FLU may cause early stage cardiotoxicity which is determined

by hsTnT.

Key words: Anthracyclines; antidepressant agents; adverse effects

GIRIS

Radyoterapi ve kemoterapinin karsinoma-
larin tedavisinde kullanilmasi ile hastalarda
Kir orani 6nemli oranda artmakla birlikte,
sadkalan hastalarda kemoterapi ile olusan
Kardiyotoksisite mortalite ve morbiditeyi
arttirmaktadir (1). Kemoterapi ile iliskili kar-
diak disfonksiyon olarak da adlandirilan bu
durum antrasiklin grubu kemoterapdtiklerin
Kullanimi sirasinda sikhikla goérilmekte ve
antrasiklin kullanimini sinirlamaktadir (2, 3).

Doksorubisin (DOXO) Streptomyces peuceti-
us adl bakteri tarafindan turetilen ve sitotok-
sik olarak ilk kez 1969 yilinda Kkullanilmis
antrasiklin tiirevi bir antibiyotiktir (4). Lose-
mi, lenfoma, bir¢cok karsinoma ve sarkoma
turtinde yaygin olarak Kkullanilan DOXO (5),
doz-badimli antitimoéral etkiler olusturan
potent bir kemoterapoétiktir (6). Bununla
birlikte DOXO, Kkiiratif (yiiksek) dozlarinda
ise kardiyomyopati (KMP) ve konjestif kalp
yetmeligi (KKY) gibi ciddi Kkardiyotoksik
etkilere neden olmaktadir (5, 7). DOXO‘yla
indiiklenen KKY prevalanst 400 mg/m2 icin
%5, 550 mg/m2 igin %26, 700 mg/m2 igin
%48 olarak bildirilmistir (8). DOXO Kkullani-
minin doz-badiml kardiyotoksisite nedeniyle
sinirlandirilmasi, ilacin antitimoral etkinligini
disurmeden kardiyotoksik etkilerinin azaltil-
masina yonelik yeni tedavi stratejilerinin ve
kardiyotoksisiteyi erken donemde gosterecek

biyobelirteclerin  gelistiriimesi ile ilgili
arastirmalara hiz kazandirmistir (3, 9, 10).

DOXO'nun olusturdugu kardiyotoksisitenin
azaltilmasina yonelik tedavi stratejilerinden
bir tanesi de, hiicre membraninda bulunan
p-glikoprotein (p-gp) adh efluks proteininin
fluoksetin (FLU) tarafindan inhibe edilmesidir
(11). Bircok kanser hiicre dizisinde c¢oklu ilag
direnci fenotipinin artmis p-gp ekspresyonu
ile korele oldugunun go6zlemlenmesi p-gp
inhibisyonu ile coklu ila¢ direncinin ortadan
kaldirilabilecegi hipotezini dogurmustur (12).
Bu calismalar sirasinda p-gp inhibitoru
olarak gelistirilen ilaclarin yani sira, FLUnun
gibi Kklinikte kullanilmakta olan bircok
antidepresanin p-gp‘yi inhibe ederek cesitli
kanserlerin hiicre dizilerinde kemosensitizor
etki olusturdugu gosterilmistir (13).

in vitro ve in vivo deney modellerinde FLU'nun
p-gp inhibitorii Ozelliginden yararlanilarak
kemoterapi direncinin 6nlenmesinde kulani-
labilecegini gdsterilmistir (11). Peer D. ve
ark. tarafindan yapilan bu c¢alismada,
FLUnun kemoterapoétiklerle (doksorubisin,
mitomisin-C, vinblastin, paklitaksel) olusan
sitotoksisiteyi ilaca duyarl ve direncli 8 farkl
hiicre dizisinde (HT29, P388/WT, MCF-7, C-
26, B16F10.9, D122, P388/ADR, MCF-7/ADR)
10-100 kat, ilaca direncli fare modellerinde
ise tumor yanitlarini ve sag kalimlar 2-3 kat
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arttirdigi gosterilmistir (11). Baska bir calis-
mada MCF-7/adr hiicre dizileri ile olusturulan
insan ksenograft fare modelinde DOXO'nun
FLU ile Kkombinasyonunun tam tumor
regresyonu olusturdugu ve DOXO'nun tek
basina kullanimina gore daha etkili oldugu
gosterilmistir (14). Argov ve ark. tarafindan
yapilan bu calismada, FLU ile birlikte uygu-
landiginda DOXO'nun sistemik dolasimda
daha uzun siire kaldiqi ve dokulardaki
konsantrasyonlarinin daha yiliksek duzey-
lerde oldugu gosterilmistir. Ancak literatiirde,
FLU-DOXO kombinasyonunun Kkardiyotoksi-
site ya da kardiyotoksisite belirtecleri tizerin-
deki etkileri ile ilgili calismalara rastlanma-
mustir.

Yapilan calismalarda, DOXO'nun reaktif oksi-
jen radikallerini (ROS) arttirarak myokard
hasarina neden oldugu godsterilmistir (15,
16). DOXO'un membranlarda olusturdugu
oksidatif hasarin ROS’larin (peroksit anyonu,
hidrojen peroksit ve hidroksil radikalleri gibi)
artmasi sonucu kardiyomiyosit hiucrelerinde
apoptozisin indiklenmesine neden oldugu
bildirilmistir (17-19). EK olarak, DOXO tara-
findan induklenen Kkardiyotoksisitede stipe-
roksid dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve
glutatyon peroksidaz (GPx) gibi antioksidan
enzimlerle, ROS gibi oksidan sistemler
arasindaki dengenin bozuldugu da
bilinmektedir (20, 21).

Bu calismanin amaci, DOXO direncinin 6n-
lenmesi icin Onerilen FLU-DOXO kombinas-
yonunun kardiyotoksisitenin biyokimyasal
serum ve kardiyak dokudaki oksidatif stres

belirtecleri tizerindeki etkilerinin arastiril-
masidir.
GEREC VE YONTEM

Deney protokolii

Calisma igin Akdeniz Universitesi Deney
Hayvanlari Etik Kurulundan izin alinmistir
(AKHADYEK, 2013.07.02). Calismada 20-30
g adirhdinda, 6-8 haftalik, disi, 57 adet balb-
c tur fare kullanilmistir. Deney gruplarina ad
libitum olarak standart diyet ve cesme suyu
verilmistir. Fareler, 4 gruba ayrilarak 6 hafta
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boyunca tedavi edilmistir (n=4-9): (1) Kont-
rol grubu, serum fizyolojik (0.1 cc, i.p.); (2)
FLU, fluoksetin (0.5 mg/kg/gun, 0.1 cc, i.p.);
(3) DOXO, doksorubisin (3 mg/kg, 0.2 cc,
i.p., 2 hafta boyunca haftada 2 kez, kimiilatif
doz 12 mg/kg); (4) FLU-DOXO, fluoksetin (0.5
mg/kg/gun, 0.1 cc, i.p.) ve doksorubisin (3
mg/kg, 0.2 cc, i.p., 2 hafta boyunca haftada 2
kez, kiimilatif doz 12 mg/kg). 6. Haftanin
sonunda ketamin/ksilazin anestezisi altinda
abdomen acillarak abdominal aortadan
alman kan Ornekleri 10 dk, 1.800 g (3.000
RPM)’de santrifiij edilerek elde edilen serum-
lar analiz edilene kadar -20°C’de saklanmis-
tir. Daha sonra cikartilan kalp dokulari, sivi
azot ile dondurulduktan sonra -80°C'de
saklanmustir.

Biyokimyasal Olciimler

hs-Troponin T (yuksek duyarliikli Troponin
T) dizeyleri serum Orneklerinde ECLIA
(Elektrokemiliiminesans immiinolojik Test)
yontemi ile Roche Elecsys 2010 cihazinda
olculdu (Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, Germany). Kullanilan Kkitin alt
okuma limiti 3 pg/mL, tist okuma limiti
10.000 pg/mL olup, Kite ait intra-assay var-
yasyon Kkatsayisi (CV) % 0.9 (kontrol degeri:
300.00%2.70 pg/mL) ve inter-assay CV'si %
1.3 (kontrol degeri: 300.00+3.80 pg/mL) idi.

ALT, AST ve LDH diizeyleri, serum Ornekle-
rinde enzimatik spektrofotometrik yontemle
Roche Cobas 8000 cihazinda olciildi (Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany).
ALT, AST ve LDH Kitlerine ait intra-assay ve
inter-assay CV degderleri < 5 idi.

Total Oksidatif Stres (TOS) Erel tarafindan
gelistirilen spektrofotometrik yontem ile kalp
doku homojenatlarinda dlguldii (22).

Doku proteini Lowry metodu ile spektrofo-
tometrik olarak Bio-Rad DC protein assay Kiti
kKullanilarak Kkalp doku homojenatlarinda
olguldii.

istatistiksel analizler; elde edilen veriler
ortalama * standart hata olarak verilmis ve
GraphPad Prism 5.0. programinda analiz
edilmistir. Tiim gruplarin karsilastirlmasinda
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Kruskal-Wallis testi, gruplarm kendi icinde
karsilastirilmasinda ise Mann Whitney testi ya
da eslestirimemis t-test Kkullanilmstir.
p<0.05 degerleri istatistiksel olarak anlaml
kabul edilmistir.

BULGULAK

Serumdaki kardiyotoksisite belirtecleri olarak
CKMB, cTnT, ALT, AST ve LDH degerlendi-
rilmistir (Sekil 1). Tim gruplar karsilastirildi-
dinda ALT, LDH ve CKMB diizeyleri icin
istatistiksel olarak anlamli bir fark goriil-
mezken, hsTnT duzeyleri (p=0.041) ve AST
diizeylerinin (p=0.011) istatistiksel olarak
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farkli oldugu gosterilmistir. hsTnT diizeyleri-
nin FLU-DOXO grubunda, Kontrol (p=0.008),
FLU (p=0.024) ve DOXO (p=0.049) grup-
larindan daha yuksek oldugu goriilmustiir.
AST dizeylerinin ise DOXO grubunda, kont-
rol (p=0.017) ve FLU (p=0.002) grubundan
daha yuksek oldugu gosterilmistir.

Total oksidatif stres (TOS) diizeyleri karsi-
lastinldiqinda tiim gruplar karsilastirildiginda
istatistiksel olarak farkli bulundu (p=0.029).
TOS kapasitesinin DOXO grubunda kontrol
grubundan (p=0.014) ve FLU (p=0.003)
grubundan daha yiiksek oldugu gosterildi
(Sekil 1).
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Sekil 1. Biyokimyasal kardiyotoksisite belirteclerinin karsilastiriimasi. Serum ALT diizeyleri, Sekil 1A; Serum AST
duzeyleri, Sekil 1B; Serum LDH diizeyleri, Sekil 1C; Serum CKMB diizeyleri, Sekil 1D; Serum hsTNT
diizeyleri, Sekil 1E; kardiak dokuda TOS diizeyleri, Sekil 1F. Flu, fluoksetin; Doxo, doksorubisin; Flu-Doxo,
fluoksetin-doksorubisin kombinasyonu. * p < 0.05, ** p < 0.01.
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TARTISMA

Bircok kanser turinde ilk secenek kemote-
rapoOtik olarak oOnerilen DOXO'nun neden
oldugu doz badgmli kardiyotoksisite ilacin
kullanimmi  smirlamaktadir.  Tekrarlayan
DOXO uygulamalart sirasinda olusabilen
coKlu ila¢ direncinin asilmasini sagdlayarak
Kumulatif DOXO dozunun ve dolayisiyla kar-
diyotoksisitenin azaltilmasina yonelik tedavi
stratejilerinden bir tanesi olarak goriilen
FLU-DOXO kombinasyonunun, myokard hiic-
re membraninda DOXO efluksunu (disa atim)
inhibe ederek kardiyotoksisiteyi artirmasi da
olasidir. Bu calismada FLU uygulamasinin,
serum ve kardiyak dokudaki kardiyotoksisite
belirtecleri tizerinde DOXO ile olusan artislar
uzerindeki etkileri arastirilmistir.

Serum ALT, LDH ve CKMB diizeylerinin DOX,
FLU ve FLU-DOXO uygulamalar ile degis-
medigi gorilmistir. Serum AST diizeyinin
ise FLU tedavisi ile degismedigi, DOXO ve
FLU-DOXO uygulamalar ile arttigr gérilmiis-
tiir. Serum hsTnT dizeylerinin ise DOXO
tedavisi ile artarken, FLU-DOXO tedavisi ile
daha fazla arttidi, FLU tedavisi ile ise degis-
medigdi gosterilmistir. DOXO'nun olusturdugu
kardiyotoksisite ile ilgili yayinlara bakildigin-
da, serum hsTnT dizeylerinin AST, ALT, LDH
ve CKMB dizeylerine gore Kkardiyotoksisite
acisindan daha spesifik bir belirte¢ olarak
kabul edilmektedir (23). Ek olarak kardiyo-
toksisitede serum AST duzeylerinin, serum
ALT, LDH ve CKMB diizeylerinden daha fazla
arttiqi goriilmustar (24, 25). Literatiirdeki
bilgilerle karsilastirildiinda bu calismanin
sonuglari, kimulatif olarak 12 mg/kg dozda
DOXO tedavisiyle olusabilen olasi kardiyotok-
sisitenin, 6 hafta boyunca 0.5 mg/kg/giin FLU
eklenmesiyle artabilecegini ve kardiyotoksisi-
tenin belirlenmesinde serum hsTnT diizeyle-
rinin en spesifik belirte¢ oldugunu goster-
mektedir. Ayrica bulgularimiz, serum hsTnT
ve AST diizeylerinin erken donemdeki kar-
diyotoksisitenin belirlenmesinde Kkullanila-
bilecedini 6nermektedir.

Bu calismada kardiak dokudaki TOS kapa-
sitesi ile serum AST diizeylerinin kontrol ve
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FLU tedavisi ile kiyaslandiginda; DOXO
uygulamasi ile arttidi, FLU-DOXO uygulamasi
ile degismedigi goriulmiistiir. FLUnun anti-
depresan etkilerinin yaninda antioksidan ve
antiinflamatuar etkileri oldugu daha O©nce
yapilan calismalarda gosterilmistir (26). De-
neysel inflamasyon modellerinde SSRI'larin
antiinflamatuar etkileri oldugu bildirilmis
olmasina karsin FLUnun antioksidan ve
oksidan sistemler tizerindeki etkileri ile ilgili
literatiirde sinirl sayida yayin bulunmaktadir
(26). Baz1 calismalar FLU'nun beyindeki anti-
oksidan kapasiteyi arttirdiini savunurken
(27, 28), FLUnun antioksidan etkilerinin
gosterilmedigi calismalar da bulunmaktadir
(29, 30). Literatirdeki celigkili sonuclar,
calismalarda FLUnun Kkullanilan dozlarinin
farkli olmasina bagh olabilir. 0.5 mg/kg/giin
FLU ile yaptiqimiz bu ¢calismada, DOXO teda-
visi ile artan kardiak dokudaki TOS kapasitesi
ile serum AST dizeylerinin, FLU-DOXO teda-
visi ile gorilmemesi, FLUnun oksidatif stres
ve inflamasyon uzerindeki direkt etkilerine
bagl olabilir. Buna karsin DOXO ile indiikle-
nen kardiyotoksisite sadece reaktif oksijen
tarlerinin artis1 ile degil, topoizomeraz-2f
enzim inhibisyonu, poli-ADP-riboz polimeraz
inhibisyonu ya da aktivasyonunda artma
nedeniyle de olusabilir (31). Bu nedenle
kardiak doku TOS kapasitesi ile serum AST
duzeyleri oksidatif strese bagl olusabilecek
kardiak hasar1 gosterirken, kardiak dokuda
yer alan ve myokard nekrozu sirasinda
sistemik dolasima saliverilen hsTNT ise tim
nedenlere baghh DOXO kardiyotoksisitesini
gdsteriyor olabilir.

Sonug¢ olarak, bu calismada 6 hafta 0.5
mg/kg/giin  FLU tedavisi ile, kimdlatif 12
mg/kg DOXO'nun birlikte uygulanmasi ile
ortaya c¢ilkan Kkardiyotoksisitenin  erken
donemde hsTnT ile belirlenebilecedi ve bu
parametrenin klinikte kardiyak dokudaki
olasi hasar1 gostermek icin kullanilabilecegi
distinulmiustiir. Bu calismadan elde edilen
bulgularin, apoptozis belirteclerinin de dahil
edildigi, daha yiiksek dozda FLU ve DOXO
tedavisinin uygulandiqi ileriki calismalarla
birlikte yorumlanmasi gerekmektedir.
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