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1. GIRIS VE AMAC

Amiodaron giiclii bir antiaritmik ilag olup genellikle diger antiaritmik ilaglarla
kontrol altina alimamayan ventrikiiler ve supraventrikiiler tasikardilerin tedavisinde
kullanilir (1). Kontrolii zor olan aritmilerin tedavisinde kullanilmasi1 nedeniyle tedaviye
genellikle uzun siire devam edilir (2). Yan etki spektrumunun genis olmasi, klinikte
kullaniminm1 sinirlayan en onemli etkendir. Yiiksek iyot icerigi ve yapisal olarak tiroid
hormonlarina benzerligi sebebiyle basta tiroid olmak iizere bir¢ok organ ve sistem iizerine
istenmeyen etkiler olusturur (2). Amiodaron kullanan hastalarda ve hayvan c¢alismalarinda,
ozellikle tiroit, periferik sinir dokusu, kalp, karaciger, akciger ve goz lizerine olan
histopatolojik etkileri kapsamli olarak arastirilmistir (3). Amiodaronun kemik dokusu

gelisimi iizerine histopatolojik olarak veriler ¢cok az bulunmaktadir.

Bu caligmada amiodaronun kemik dokusu gelisimi iizerine morfolojik etkilerinin
incelenmesi amaglanmistir. Bu sayede amiodaoron kullanirken yan etkileri izleminde

kemik dokusu gelisiminin iizerine etkilerinin de dikkate alinmasina olanak saglayacaktir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. Amiodaron

2.1.1. Amiodaronun Yapisi

Amiodaron (2-butyl-3-benzofuranyl 4-[2-(diethyl amino)-ethoxy]-3-5-diiodophenyl
ketone) diiyodinize benzofuran tiirevi, giiglii antiaritmik bir ilagtir (Sekil 1). 1967 yilinda
vazodilatasyon 6zelligi nedeniyle antianginal olarak anjina pektoris tedavisi igin
tiretilmistir. Antiaritmik etkisi daha sonra kesfedilmesi {izerine giinlimiizde siklikla diger
antiaritmiklerle kontrol altina alinamayan supraventrikiiler ve ventrikiiler tasikardilerin
tedavisinde kullanilmaktadir. Amerika Birlesik Devleti’'nde supraventrikiiler ve ventrikiiler
tagikardilerin tedavisinde yliksek etkinligi nedeniyle en sik recete edilen antiaritmik ilag
grubudur (4). Diger bir¢ok antiaritmik ilaglar ile karsilastirildiginda, amiodaron kalp
yetmezligi olan hastalarda ¢ok az negatif inotropik aktiviteye sahip olmasi ve ventrikiiler
proaritmi potansiyeli diisiik olmasi nedeniyle kullanimini avantajli hale getirmektedir (4).
Ancak yiiksek yan etki potansiyeli nedeniyle amiodaron Kkullanan hastalar dikkatli

izlenmelidir.
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Sekil 1. Amiodaronun Kimyasal Yapisi



2.1.2. Farmakoloji

Farmakokinetik

Amiodaron, benzofuran tiirevi bir ajan olup yapica tiroksine (T4) benzerlik gosterir
(3). Molekiil agirhgmmin yaklasitk %37’si iyodinden olusmaktadir. Amiodaron ve
metabolitlerinin farmakokinetigi karmagsiktir. Oral ve intravendéz kullanimi olan
amiodaronun oral biyoyararlanimi degiskenlik (%20 -80) gostermektedir (5). Emildikten
sonra, biiylik olgiide enterohepatik sirkiilasyona girer. Amiodaron, karacigerde p450
sitokrom oksidaz bagimli oksidatif de-etilasyon ile etkileserek mono-N-desetil amiodaron
(desethylamiodarone) olusur. Bu metabolit, amiodaron gibi aktif ve benzer
elektrofizyolojik etkiye sahiptir (6). Oral uygulamadan sonra en yiiksek amiodaron serum
seviyeleri, 3-7 saat iginde elde edilir. Bobrek atilimi oldukga diisiik olmasi nedeniyle
bobrek yetmezliginde doz azaltilmas: gerektirmez. Diyaliz ile viicuttan atilimi

gercgeklestirilemez.

Oral tedavilerde, istenilen tedavi edici etkinin baslamasi iki-ii¢ haftaya kadar
uzayabilmektedir. Istenilen tedavi edici etkiye ulasmak icin de tedaviye yiiksek doz ile
baslanmalidir. Tedavi baslangicindan ii¢ ile on giin sonrasinda ilag dozu %50 azaltilir. Bu
sekilde uzun siireli tedavi halinde 13 ile 142 giin arasinda degisen bir plazma yarilanma
omriine sahiptir. Infiizyon ile tedavilerde basta albiimin olmak iizere, beta-lipoprotein ve
alfa-1 asit glikoprotein gibi serum proteinlerine yiiksek oranda baglanir. Inflizyon siiresi
uzadik¢a amiodarone ve ana metabolitin dokulardaki depolanmasi da artar. Dokulardaki
depolanma, Ozellikle diisiik dozlarda inflizyon ile tedaviye baslandiginda, tedavi edici

etkinligin ge¢ baslamasindan sorumludur.

Amiodaron ve desetilamiodaron son derece lipofilik ajanlardir (7). Dagilim
voliimiiniin genis olmasi nedeniyle farkli dokulara aliminda degiskenlik gdstermektedir.
Emildikten sonra, plazma bdlmesinde serum seviyeleri baslangicta hizli bir sekilde artar.
[k dagilim asamasindan sonra, en yiiksek amiodaron ve desetilamiodaron seviyeleri yag
dokusu, akciger, karaciger ve lenf diigiimleri dokusunda bulunur. Genis dagilim hacmi,
dokularda bekleme siiresinin uzamasina yol agmaktadir. Periferik ve derin bolmelerden
eliminasyonu ¢ok daha yavas olmakta, uygulanan ilag miktar1 ve kararli durum plazma
diizeyi ile de arasinda dogrusal bir iligki bulunmaktadir. Kronik oral amiodaron tedavisinin

kesilmesinden sonra, terminal eliminasyon yar1 6mrii 60 giine kadar uzayabilmektedir.



Elektrofizyolojik Etkiler

Amiodaron elektrofizyolojik 6zellikleri karmagiktir ve tam olarak anlagilamamuistir.
Vaughan-Williams siniflandirilmasina gore grup III antiaritmik ila¢ olmasina karsin ayni
zamanda grup I, IlI, IV  antiaritmik etkileride bulunmaktadir. Oral ve intravendz
formlarinin klinik kullanimi {iizerinde etkisi elektrofizyolojik farkliliklar  agisindan
onemlidir (Tablo 1). Sodyum kanallarindaki blokaj etkisiyle (grup I antiaritmik etki)
intraventrikiiler iletiyi ve kalp hizin1 yavaslatir. Beta blokor (grup II antiaritmik etki) ve
kalsiyum kanal blokor (grup IV antiaritmik etki) etkisiyle atriyoventrikiiler diiglimde iletiyi
geciktirir. Segici olmayan hem alfa hemde beta blokor etki gosterir. Potasyum kanal blokor
etkisiyle miyokardiyal repolarizasyonu uzatarak hiicrelerin uyarilmaya karsi refrakter
olmasimi saglar. Uzun siireli amiodaron tedavisinde potasyum kanal blokor etkileri daha
belirgin hale gelir. Ayrica kardiyak dokularin ¢ogunlugunda uyarilmaya karsi direnci

artirir.

Tiroksinin (T4) triiodotironine (T3) deiodinasyonunu inhibe edici etkisi de
antiaritmik etkisine katkida bulunur (10). Tedavi sirasinda tiroit fonksiyonlarinda beklenen
degisim; tirotropin (TSH) seviyesinde normal veya hafif artig, T3 seviyesinde azalma, T4

ve reverse T3 seviyesinde artmadir (8).

Oral Amiodaron: Aksiyon potansiyeli siiresini ve atriyal ve ventrikiiler doku
refrakter siliresini uzatir. Bunda i¢ potasyum kanal diizelticilerin blokaji primer olarak
sorumludur. QT araligin1 uzatan amiodaron, diger siif III maddelerin aksine ¢ok az

proaritmik aktiviteye sahiptir.

Intraven6z Amiodaron: Kronik oral amiodaron tedavisi goren hastalara gore
elektrofizyolojik farkliliklar arzetmektedir. Atriyal ve ventrikiiler refrakter peryotta
minimal bir artig, atriyal ve ventrikiiler miyokardiyumda aksiyon potansiyeli siiresinde ise
¢ok az bir artig saglar. QRS siiresinde veya QT araliginda degisiklik yapmaz ya da az bir
artig yapabilir. Siniis dongii uzunlugu tizerinde ¢ok az etkisi vardir. Sempatik aktivitesinde
artis vazodilatotor aktiviteyi tetikler ve bunun sonucunda, siniis hizinda hafif bir yavaglama

yapabilir. Daha giiglii ve daha hizli antiadrenerjik etkinlige sahip olabilir (9).

Intravendz amiodaron, oral tedaviye gore daha az derecede olsa da, inaktif sodyum

kanallarini inhibe eder (9). Bu 6zellik ventrikiiler tasiaritmilerin bastirilmasinda ajanin



etkinligi aciklayabilir. Intravendz amiodaron tedavisi ayrica AV  nodal iletimi ve

refrakterliligi uzatir ve atrial tasiaritmili hastalarda ventrikiiler hiz1 azaltmada etkilidir.

Tablol: Oral ve intravendz amiodaronun elektrofizyolojik farkliliklari:

Degiskenler Oral Amiodaron | IV Amiodaron
Atriygl ve ventrikiiler miyokard eylem potansiyeli . +
sliresi uzamasi
Sodyum kanallarini bloke etme +++ ++
Siniis diigiimii faz 4 depolarizasyon yavaslamasi +++ +
Kalsiyum kanal blokaj1 +++ +++
Alfa ve beta reseptorlerin nonkompetetif blokaji + +(daha hizli)
AV diigiim efektif refrakter donem (N "
Ventrikiiler efektif refrakter donem "1 1
Kalp hiz1 1l -/|
QRS aralig "1 -/1
Triiyodotroninin troksine doniismesini bloke etme +++ -

2.1.3. Endikasyonlar:

Amiodaron, diger tedavilerin etkili olmadig1 veya tolere edilemedigi aritmilerin
tedavisinde endikedir. Atriyal aritmilerin bir¢ogunun tedavisi i¢in kullanilabilir, ancak
primer olarak atriyal fibrilasyon (AF) olan hastalarda normal siniis ritmi muhafaza etmek
icin kullanilir. Tekrarlayan paroksismal atriyal fibrilasyon dnlemek icin oral amiodaron
kullanilir. Diger antiaritmik ilaglardan farkli olarak, ventrikiiler proaritmi riski diisiik
olmast nedeniyle koroner arter hastali§i, sol ventrikiil hipertrofisi, sol ventrikiil
disfonksiyonu veya konjestif kalp yetmezligi olan hastalara uygulandiginda mortaliteyi

artirmaz.

Atriyal fibrilasyon farmakolojik kardiyoversiyon igin oral amiodaron tedavisi,
etkinin uzun baslangi¢li olmasi ve sinirh etkinligi nedeniyle birinci segenek ilag degildir.
AV digimii ve AV girisi, kavsak tasikardisi, atriyal flatter ve fibrilasyon, koroner arter
hastalig1 ile iliskili VT ve VF, hipertrofik kardiyomiyopati dahil olmak {izere genis
spektrumlu olarak in utero, yetiskinlerde ve ¢ocuklarda supraventrikiiler ve ventrikiiler
tasiaritmileri bastirmak i¢in kullanilir. Cocuklarda, geleneksel tedavilere direngli seyreden
veya hayati tehdit eden tasiaritmilerin tedavisinde amiodaron etkin bir sekilde

kullanilmaktadir (1-3,10).




ICD’si (Implantable cardioverter defibrillator) olan hastalar, konvansiyonel ilag
alan hastalara kiyasla, amiodaron ile tedavi olduklari zaman daha az sok gegirirler (11).
ICD yapilmis hastalarin izleminde ikincil koruma olarak amiodaron kullanan hastalarin
yiizdesi %55-70 kadar yiiksek oldugu bildirilmistir (1, 10). Amiodaron, uyarilma (pacing)
esigi lizerine ¢ok az etkilidir, ancak genellikle elektriksel defibrilasyon esigini az miktarda

artirir.

Amiodaronun gebelikteki etkileri tizerine yeterli ¢alisma bulunmamaktadir. Ancak
plasental bariyeri gegerek maternal serum seviyesinin %10-25’in1 olusturacak sekilde fetal
serum seviyesine ulastigi bilinmektedir. Yan etki profili nedeniyle amiodaronun gebelerde
kullanim1 yasamui tehdit eder ve diger ajanlarla basarisiz olunmasi haricinde kullanilmaz.
Masif hidropslu komplike fetal supraventrikiiler tasikardi tedavisinde amiodaron tedavisi

gobek ven ponksiyonu yoluyla basariyla verildigine dair yayinlar mevcuttur (12).
2.1.4. Etkinlik

Amiodaron, tekrarlayan veya direngli VF/nabizsiz VT tedavisinde diger oral
ilaglarin cevapsiz kaldigir durumlarda %60-80 hastada etkin bulunmustur (13). VF’a bagh
kalp durmasit hastalarinda amiodaronun plasebo ve lidokain ile karsilastirildigt
calismalarda, amiodaron resiisitasyonun kisa donem basarisini iyilestirmede plasebo ve
lidokaine gore daha iistiin bir ajan olarak bulunmustur (14). intravendz amiodaron ayrica
resusitasyon sirasinda lidokainin yerini almigtir. Kanada’da yapilan bir ¢alismada, atriyal
fibrilasyonlu hastalarda siniis ritminin devam ettirilmesinde amiodaron, sotalol ve diger

antiaritmik ilaglara gére daha basarili bulunmustur (15).

Amiodaronun survey iizerine etkisini arastiran birgok ¢alisma mevcuttur.
Conventional Versus Amiodarone Drug Evaluation (CASCADE) calismasinda, standart
antiaritmik tedavi ile karsilastirildiginda amiodaron hastane dist VF nedeniyle resiisite
edilen hasta gruplarinda kardiyak mortalite, kardiyak arrest ve senkopu anlamli olarak
azaltmaktadir (16). Congestive Heart Failure Survival Trical of Antiarrhythmic Therapy
(CHF-Stat), European Myocardial Infarct Amiodarone Trial (EMIAT) ve Canadian
Amiodarone Mpyocardial Infarction Arrhthmia Trial (CAMIAT) c¢alismalarinda ise
antiaritmik etkinligin yanisira yasam siiresi lizerine olan faydali etkileri de gosterilmistir

(15,17).



Hem oral hem de IV kullanilabilen ilag esas olarak miyokardiyumda birikmekte
ayn1 zamanda yag dokulari, karaciger ve akciger dokularinda da tutulmaktadir. Agirlikli
olarak karacigerde yikilir ve desetilamiodarona cevrilir ki bu molekiil de yiiksek
konsantrasyonlarda elektrofizyolojik olarak etkili olabilmektedir. Hem amiodaronun hem
de metabolitlerinin bobreklerden atilimi, ihmal edilebilir diizeylerde diisiik oldugundan
bobrek yetmezligi olan hastalarda doz ayarlanmasi gerekmemektedir. Cocuklarda ¢cok daha
hizli metabolize olmaktadir. ilacin etkisi dakikalar iginde ortaya c¢ikmakla birlikte,
cocuklarda ilk haftada goriilmektedir (18). Etkisinin ¢abuk ortaya ¢ikmasi nedeni ile

amiodaron akut disritmilerde oldukga iyi sonug¢ vermektedir.

Intravendz amiodaron tedavisi, konjenital kalp hastaligmni diizeltici cerrahilerden
sonra ortaya ¢ikan ventrikiiler tasikardilerde yiiksek etkinlige sahiptir (19). Bu tiir cerrahi
girisimler sirasinda ortaya ¢ikabilen ve ani 6liim i¢in 6nemli risk faktorii olan atriyal flutter
de amiodaron ile % 97 baskilanabilmektedir (20). Postoperatif gelisen atriyal ektopik
tasikardi ve junctional ektopik tasikardilerde amiodaron tedavisi etkili bulunmustur (21).

Plasentadan gegebildigi i¢in maternal kullanim sayesinde tedaviye direngli olgular
dahil fetal disritmilerin tedavisinde de oldukca etkili bir ilactir. Ek olarak anne siitiine de
gecebilmektedir (22). Uzun yillar erigkinlerde yaygin olarak kullanilmakta olan
amiodaronun ¢ocuklardaki kullanimi da giderek artmaktadir. Bebeklik donemi dahil ¢ok

kiiglik yaslarda kullanilabilmesi dnemli bir 6zelligidir.
2.1.5. ilac Etkilesimleri

Amiodaron tiim antiaritmik ila¢ grublarmin etki mekanizmalarina sahip olmasi
nedeniyle genis spektrumlu antiaritmik bir ilagtir. Onemli ilag¢ etkilesimleri bulunan
amiodaron, sitokrom p450 izoenzimi olan CYP3A4 tarafindan kendisiyle ayni
farmakolojik 6zelliklere sahip desetilamiodarona metabolize olur. CYP1A2, 2C9,3A4 {in

ise inhibitoriidiir. Ayn1 zamanda p-glikoprotein sisteminin de inhibitoriidiir (23).

Beta blokorler: Metoprolol (B-bloker) amiodaron ile birlikte uygulandiginda siniis
bradikardisine neden olabilir. Etkilesim mekanizmasi agik olmamakla birlikte [3-
adrenoseptor bloke edici etkisinin katki yaptigir disiiniilmektedir. Metoprolol negatif

kronotropik etki ile de bradikardiye neden olmaktadir.



Sisaprid: Sisaprid kullanimina bagl ciddi kardiyak aritmi, VT, VF, torsades
pointes, QT uzamasi rapor edilmistir. hayati tehdit eden kardiyak aritmiler ve 6liime yol
a¢gmasi nedeniyle ABD ‘de kullanimdan kaldirildi. Amiodaronun, QT uzamasi ve kardiyak

aritmileri uyarmasi nedeniyle sisaprid ile eszamanli kullanimi kontrendikedir (24).

Siklosporin: Amiodaron siklosporin tedavileri es zamanli olarak kullanildiginda,
siklosporin konsantrasyonun artmasina neden olabilir. Gastrointestinal sistemde CYP
(ekstrahepatik CYP3A4) ya da mide bosalmasinda azalma siklosporinin metabolizmasinin

azalmasina neden olur. Bu da siklosporinin toksisitesini artirir.

Kalsiyum kanal antagonistleri: Kalsiyum kanal antagonistleri ile amiodaronun
birlikte kullanilmasi agir bradikardilere ve atriyoventrikiiler bloklara sebeb olabilir.
Amiodaron ve diltiazemin kombine kullanildigi konjestif kalp yetmezlikli 61 yasindaki
kadin hastada sinus arresti rapor edilmistir (25). Bu etkilesimin olasi mekanizmasi ek

kalsiyum kanal bloke edici etkisi nedeniyle oldugu disiiniilmektedir.

Digoxin: Es zamanli digoksin ve amiodaron alan hastalar serum digoksin
konsantrasyonlarinda 6nemli bir artis bildirilmistir (26). Digoxinin bobrek ve bobrek disi
klirensinin azalmas1 durumunda ilag etkilesiminden siiphenilmelidir. Gastrointestinal yolda
p-glikoprotein sistem inhibisyonu sonucu digoxin biyoyararliligi artmaktadir (23). Serum
digoksin diizeylerindeki arttirici etkisi nedeniyle bu iki ilacin birlikte kullanildig
durumlarda digoksin dozunun %50 kadar azaltilmas1 ve digoksin diizeyinin yakin takibi

gerekir (12).

Fenitoin: Fosfenitoin, fenitoin Onciilii 6n ilagtir. Amiodaron ve fosfenitoinin
eszamanli olarak kullanilmasi, fenitoinin serum konsantrasyonlarinda énemli bir artisa (2-3
misli) neden olabilir (27). Etkilesimin olumsuz etkileri olarak nistagmus, tremor, ataksi,
uyuklama ve hiperrefleksi gibi fenitoin toksisite belirtilerini icerebilir. Buna ek olarak,

amiodaronun antiaritmik etkilerinde azalma olusabilir.

Warfarin: Amiodaron es zamanli olarak tatbik edildigi zaman, warfarin
metabolizmasinda bir azalma bildirilmistir. Amiodaronun hepatik CYP3A4 inhibisyonu
warfarin metabolizmasinda azalmaya neden olur. Plazma warfarin konsantrasyonunun
artmast sonucu hipoprotrombinemik etki ile kanama komplikasyonlarinda artisa neden

olur. Birlikte kullanimin olumsuz etkileri 1-2 hafta i¢inde goriilmeye baslar ve amiodaron



kesildikten 1-3 ay sonrasina kadar siirebilir (28). Warfarin artan etkisi, muhtemelen ¢esitli

pihtilagsma faktdrlerinin metabolizmasinda bir artis nedeniyle olmaktadir.

Diger antiaritmik ilaclar: Dofetilidine ve amiodarona birlikte kullanimi1 tavsiye
edilmez ¢ilinkii  dofetilidine diizeltilmis QT araligimi uzattigi gosterilmistir (29).
Amiodaron ve flekainidin birlikte uygulanmasi, flekainidin metabolizmasini azaltarak
plazma konsantrasyonlarinda 2 kat artisa neden olmaktadir (30). Bu da kardiyak aritmi
potansiyelini artirmaktadir. Izlemde kardiyak aritmi agisindan hastalar moniterize
edilerek takip edilmeli ve plazma flekainid konsantrasyonu Ol¢iilmelidir. Gerekirse %50
oraninda doz azaltilmalidir. Lidokain, amiodaron ile beraber verildiginde lidokain
Klirensinde azalma yapabilir. Sotalol monoterapinin QT araliginin uzamasina neden oldugu
gosterilmistir, bu nedenle amiodaron ve sotalol eszamanli kullanilmasi tavsiye edilmez
(31). Sotalol, amiodaron ile beraber kullanildiginda kardiyak arrest, QT uzamasi ve torsade

de pointes riskinde artma olusturabilir.

Digerleri: Barbitiiratlar serum amiodaron diizeyinde azalma, simetidin ise artisa
neden olur. Antibiyotikler, antifungal ilaglar, antiepileptikler ve antihistaminikler gibi
cocukluk doneminde sik olarak kullanilan ilaglar da amiodaron ile etkilesim gosterir.
Ayrica teofilinin aritmi olusturucu etkileri nedeniyle ozellikle QT mesafesini artiracak
diger ilaglarla birlikte kullanilmamasina dikkat edilmelidir. Amiodaron kullanmakta olan
¢ocuklara bagka bir ilag baglanmasi planlaniyor ise tedavi 6ncesinde bu ilaglarin amiodaron

ile etkilesimlerinin degerlendirilmesi gerekmektedir (2, 12).
2.1.6. Hemodinamik ve Yan Etkileri
Hemodinamik Etkiler

Amiodaronun intravendz yolla kullaniminda en belirgin hemodinamik etkisi
arteriyel vazodilatasyon ve negatif inotropiye ikincil gelisen sistemik hipotansiyondur.
Arteriyel vazodilatasyon etkiden esas olarak, ilacin damar yolu ile verilen ticari formlarinin
hazirlanmasinda kullanilan solvent polisorbat-80 sorumludur (10, 12). Cocuklarda, damar

yolu ile tedaviler sirasinda % 40’a varan sikliklarda hipotansiyon rapor edilmistir (12).

Koroner siniis kan akiminda artma, kardiyak indekste artma ve sistemik damar

direncinde azalma amiodaronun akut IV kulanimmin sonucu gériilmektedir. Ayrica akut



donemde intrinsik negatif inotropik etki sergilemektedir. Amiodaronun kardiyak aritmileri
kontrol etmeye yeten oral dozlari, diisiik ejeksiyon fraksiyonu olan hastalarda dahi sol
ventrikiil ejeksiyon fraksiyonunu baskilamaz hatta kalp debisini biraz arttirabilir. Ancak
amiodaronun antiadrenerjik etkilerinden dolay1 ve negatif inotropik etkiler sergiledigi igin,
marjinal kardiyak kompansasyonu olan hastalara, 6zellikle de intravendz olarak dikkatli bir

sekilde verilmelidir.

Uzun donem amiodaron kulanimi QT intervalini uzatarak nadir de olsa ventrikiiler
aritmilere neden olabilir. Amiodaron tedavisi sirasinda hastalarin %1.6'sinda tedavi
kesilmesini gerektirecek diizeyde bradikardi ve % 0.5'inde torsade de pointes (TdP) gelisir
(32). Hipopotasemi, hipomagnezemi ve hipokalsemi gibi elektrolit bozukluklari,
polimorfik ventrikiiler tasikardiye neden olabildikleri gibi diger antiaritmik ajan kullanan

hastalarda tetikleyici rol de oynayabilirler (33).

Amiodaronun hemodinamik yan etkileri, ilacin klinik yararliligint sinirlayan major
komplikasyon olarak kabul edilmektedir. Doz azaltilmasi veya kristalloid soliisyonlart ile
hipotansiyon kontrol altina aliabilir. Tedavinin kesilmesini gerektirecek hipotansiyon
nadiren gelisir. Infiizyon hizi azaltilarak hipotansiyon kontrol altina alinabilir. Negatif
inotropi etkisi zayif olmakla birlikte genellikle gecicidir ve kardiyak debide azalma pek
olusturmaz. Sol ventrikiil sistolik fonksiyonlarinda bozukluk olan hastalara amiodaron

damar yolu ile verilecekse yakin takipleri gerekir (12).
Yan Etkiler

Amiodaron, yan etki profili genis olan bir ilagtir. En sik yan etkiler ciltte
pigmentasyon degisikligi, fotosensitivite, hepatit, tiroit fonksiyonlarinda bozulma, korneal
depolanma, pulmoner fibrozis, kemik iligi baskilanmasidir (12). Istenmeyen etkilerin gogu,
dozun azaltilmasi yada tedavinin kesilmesi ile geriye donmektedir Ilacin kesilmesini
gerektirecek en sik yan etkiler pulmoner ve gastrointestinal Sisteme ait sikayetlerdir.
Amiodarona bagli yan etkiler daha ¢ok uzun donemli ve yiiksek dozlarda yapilan

tedavilerde ortaya ¢ikar (10).

Amiodaron kullanan anne bebeklerinde prematiirite, diisilk dogum agirhigi, fetal
hipotroidi veya hipertroidi, uzun QT sendromu, bradikardi gibi yan etkiler goriilebilir (34).

B-bloker ile amiodaron birlikte kullanimi1 ise bradikardi ve intrauterin gelisme geriligine
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neden olabilir. Embriyonik donemde amiodarona maruz kalan hastalarda dogumsal

anomaliler goriilebilir.
Tiroit

Amiodaron benzofuranik tiirevi bir ila¢ olup, yapisal olarak tiroksine c¢ok
benzemektedir. Agirliginin %37’sini iyot olusturmaktadir. Her giin molekiilin %10’u
deiodinize olmakta ve giinliik doz 200-600 mg arasinda degistiginden giinde 7-21 gr iyot
dolasimda serbest kalmaktadir. Giinliik 6nerilen iyot aliminin 150-200 ug arasinda oldugu
g6z Oniinde tutulursa, amiodaron tedavisi 50-100 kat daha fazla iyot salinmasina neden
olmaktadir. Amiodaronun yar1 émrii 52.6 + 23.7 giin, metaboliti olan desetilamiodaronun
yart omrii ise 61.2 £ 31.2 gilindiir. Bu nedenle amiodaron tedavisi kesildikten sonra da

etkileri devam etmektedir .

Periferik dokularda 6zellikle karacigerde tip 1-5° deiodinazi inhibe etmekte ve bu
sekilde T4’tiin T3’¢ ve T3’in 3-3° diodotironine doniisiimiinii engellemektedir (35).
Amiodaron periferik dokularda tiroid hormon girigini inhibe ederek T4 seviyesini
arttirmakta ve serbest T3 seviyesinde dliismeye neden olmaktadir. Hipofiz bezi seviyesinde
ise amiodaron, TSH sentezini ve sekresyonunu etkilemekte ve tip 2-5’deiodinaz enzimini

inhibe ederek TSH konsantrasyonunu arttirmaktadir (36).

Amiodaron tiroid follikiil hiicreleri iizerinde direkt sitotoksik etkiye sahiptir. Iyot
ilaca ait bu toksik etkiye katkida bulunmaktadir. Tiroiddeki miktar1 amiodarondan daha
fazla olan desetilamiodaronun tiroid hiicreleri lizerindeki toksik etkisi ilacin kendisinden

daha yiiksektir (37).

Amiodaron tedavisi alan hastalarin biiyiik ¢ogunlugu o6tiroid kalmakla birlikte,
tirotoksikoz ve hipotiroidi gibi tiroid disfonksiyonlar1 goriilebilmektedir (38). Amiodaron
iliskili tirotoksikoz (AIT) daha ¢ok iyot alimmin az oldugu bélgelerde goriiliirken,
amiodaron iligkili hipotiroidi (AIH) daha ¢ok yeterli iyot alimmin oldugu bélgelerde
goriilmektedir (39).

Amiodaron Tliskili Titotoksikoz (AIT): Aniden gelisebilecegi gibi daha ¢ok
amiodaron tedavisinin erken doneminde ya da yillar sonra gelisebilmektedir. Erkeklerde

kadinlardan ii¢ kat daha sik goriilmektedir (40). Patogenezde diisiiniilen muhtemel
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mekanizmalar, amiodaron tedavisi ile alinan yiiksek iyodin miktarina bagli artmis hormon
sentezi ve ilacin tiroit dokusunda olusturdugu hasara bagli artmis hormon salinimidir (41).

Iki tip AIT tanimlanmustir: Tip 1 AIT ve Tip 2 AIT.

Tip 1 AIT: Genellikle tiroid anormalligi olan hastalarda ve &zellikle difiiz ya da
nodiiler guatri olan ya da latent Graves hastali1 olan hastalarda goriilmektedir. Iyotun
neden oldugu fazla tiroid hormon sentezinden ve salimmidan kaynaklanmaktadir. Iyot
organifikasyonunda bozukluga rastlanmamistir. Interldkin (IL)-6, tip 1 AIT olan hastalarda
normal ya da hafif yiiksek seviyede bulunmaktadir. Radyoaktif iyot “uptake” (RAIU) ise
tip 1 AIT de normal, diisiik ya da yiiksek bulunabilir (42).

Tip 2 AIT: Onceden sentezlenmis tiroid hormonlarmin zarar gormiis tiroid
follikiiler hiicrelerinden salinmasindan kaynaklanan destriiktif tiroidittir. Tirotoksik faz
hipotiroidi ile sonlanabilmektedir. IL-6 seviyeleri belirgin olarak yiiksek ve renkli akim

doppler USG’de vaskiilarite belirgin azalmis olarak bulunur (42).

Tip 1 AIT Tedavisi: AIT tedavisi gii¢c bir durumdur. Tip 1 AIT tedavisinin amaci
iyotun organifikasyonunun ve tiroid hormon sentezinin engellenmesidir. Yiiksek intratiroid
iyot miktar1 konvansiyonel tionamid tedavisinin etkinligini azaltmaktadir (39). Diisiik ya
da baskilanmis RAIU radyoaktif iyot tedavisini engeller. Medikal tedaviye cevapsiz
AIT’de tiroidektomi denenebilir. Plazmaferezin etkili oldugu gosterilmistir, ancak etkisi
kisa siireli ve gegicidir (43). Iyottan zengin tiroid bezi tionamidlerin etkisine daha direncli
oldugundan tedavide daha yiliksek dozlarda metimazol veya propiltiyourasil
kullanilmalidir. Ayrica, iyodun tiroid bezine girisini engelleyen potasyum perklorat ile
tionamidlerin tedavi etkinligi arttirilabilir. Otiroidi saglandiktan sonra genellikle alt:

haftada potasyum perklorat kesilmelidir (44).

Tip 2 AIT Tedavisi: Tionamidler ve potasyum perklorat tip 2 AlT’nin
patogenezinde destriiktif bir olay oldugundan tedavide uygun degildir (45). Tedavide
steroidler membran stabilize edici ve antiinflamatuvar etkileri ve ayni zamanda 5’
deiodinazi inhibe edici etkileri nedeniyle kullanilmaktadir. Steroid tedavisi kesildiginde
tirotoksikoz tekrarlayabilmektedir. Boyle bir durumda steroid tedavisi tekrar baglanmalidir.

Mikst form AIT’de metimazol, propiltiyourasil ve steroid tedavisi en etkin tedavi rejimidir.
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Amiodaron Iliskili Hipotiroidizm (ATH): Iyotun yeterli oldugu bolgelerde daha
sik rastlanmaktadir. Kadinlarda 1.5 kat daha sik goriilmekte ve kadin cinsiyet ile antitiroid
peroksidaz antikor (anti-TPO) pozitifligi énemli risk faktorleri kabul edilmektedir. Her iki
Ozelligin bulunmasi halinde risk 13.5 kat artmaktadir (46). Bu yiizden amiodaron

kullanilacak hastalarda Hashimato hastaliginin olmast 6nemli bir risk faktoriidiir.

Levotiroksin (LT4) tedavisi alan hastada amiodaron tedavisi T4’tin T3’e
dontisiimiinii engelleyeceginden, ilag daha yiiksek dozlarda verilmelidir. Eger kardiyak
sorun i¢in amiodaron tedavisi gerekli ise levotiroksin tedavisiyle devam edilir, amiodaron
tedavisi kesildiginde hipotiroidizm kendiliginden diizelecektir ve bu nedenle hastanin sik
araliklarla kontrolleri yapilmalidir. Amiodaron tedavisi kesildikten sonra o6tiroidi
periyodunu kisaltmak i¢in kisa donem (10-30 giin arasi) potasyum perklorat verilebilir.
Potasyum perklorat tiroid ‘“uptake”ini inhibe eder, bdylece intratiroid iyotun inhibitor

etkisini engeller (47).

Akciger:

Lipofilik 6zelliginden dolay1, hedef hiicre ve dokularda fosfolipid birikimine neden
olur. Amiodarona bagl akciger toksisite insidanst %1-17 olarak bildirilmektedir (48).
Toksisite olusum mekanizmasi tam olarak aciklanamasa da, direkt toksik etki ve/veya
indirekt immiinolojik mekanizmalara bagli oldugu disiiniilmektedir. Nonprodiiktif
oksiiriik, nefes darligi, kilo kayb1 ve gogiis agris1 gibi semptomlar akciger toksisitenin
belirtisidir. Pulmoner 6dem veya emboliyi taklit eden ani nefes darligi ve alveoler

infiltrasyonlar ile karakterize akut bir klinik tabloya neden olabilir.

Plevral reaksiyonlar; iist lob infiltrasyonlari, difiiz interstisyel infiltrasyon, akut
solunum sikintis1 sendromu veya pndmoniye benzer konsolidasyon alanlari, soliter ya da
multipl nodiil veya kitle lezyonlari, atelektazi, bronsiektazi ve fibrozis gibi pekcok

goriinimde ortaya ¢ikabilir (49).
Cilt :

Amiodaronun alopesi, lirtiker, Stevens-Johnson sendromu, fotosensitivite, mavi-gri
renk degisikligi gibi dermatolojik yan etkileri bulunmaktadir. Fotosensitivite, amiodaron
kullanan hastalarin %30-57'sinde goriilirken, kiitanoz hiperpigmentasyon %21-10'unda

ortaya ¢ikmaktadir (50).
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Fototoksisitenin klinik 6nemi deri katlant1 yerlerinin korundugu giin 1s181na yiiksek
maruziyet olan yerlerdeki (malar bolgeler, burun gibi) hiperpigmentasyonun yogun olusu
ile ortaya ¢ikmaktadir. Amiodarona bagli hiperpigmentasyonda, hem sarimsi-kahverengi
taneciklerin bulundugu c¢ok sayida hiicre tipleri hem de lenfositik dermatit birarada
bulunmaktadir. Kiitandz hiperpigmentasyon, amiodaron kullanim siiresine, dozuna ve
ilacin metabolizmasina baghdir (51). Amiodaron yan etkileri sik ortaya ¢ikmasina ragmen,
¢ogu tedavinin kesilmesini gerektirecek siddette degildir. Tedavi baslanan hastalarin yan
etkiler agisindan uyarilmasi ve yakindan izlenmesinin gerekli oldugu hastaya

vurgulanmalidir.
Goz:

Hastalarin biiyiik ¢ogunlugunda korneada mikrodepositler birikir ve ¢ogunlukla
ilacin kesilmesini gerektirmez. Lakrimal siviya salinabilecegi gibi 06zellikle korneal
bolgenin alt kisminda birikerek mikrodepositler olusur (52). Bu tablo dozdan bagimsiz
olmakla birlikte ila¢ kesildikten sonra diizelir. Hastalarin en sik sikayeti geceleri 1siklarin
etrafinda mavi—gri halkalar ve haleler gormesidir. Ayrica bulanik gérme, gdzde kuruluk ve

g0z kapaginda tahris sikayetin yol agabilir.

Amiodarona bagli optik ndropati ile serum ilag konsantrasyonu arasinda herhangi
bir iligki kurulamamistir. Ancak kullanim siiresi ve toplam doz arttikg¢a riskin arttigi da
gozlenmistir. Optik disk 6demi ile bagvuran tiim olgularda sistemik hastalik ve ilag
kullanim oykiisii mutlaka alinmahdir. Goérme alaninda ve optik diskte patolojik
degisiklikler saptandiginda olasi komplikasyonlardan korunmak igin bir kardiyologa
danigilarak amiodaron tedavisi kesilmeli, kesilemiyorsa ilacin dozu azaltilarak hasta takip

edilmelidir.
Diger Yan Etkiler:

Amiodaronu yiiksek doz alan yash hastalarda, %30’ lara kadar varan oranlarda
norolojik yan etkiler goriilebilmektedir. En sik olarak gozlemlenen durumlar tremor,
ataksi, periferal noropati, yorgunluk, uyku bozukluklari, bas donmesi ve basagrisidir (52).
Bu durumlarda genellikle ilacin dozunun azaltilmasi yeterli olmaktadir, nadiren ilacin

kesilmesi gerekmektedir.
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Gastrointestinal yan etkiler genellikle tedavinin baslangicinda olusur. Amiodaron
alan hastalarda bulanti, kusma, karin agrist ve sekresyonlarda artma gibi belirtiler genelde
doza bagimh olarak goriilmektedir. Amiodaronun yemeklerle alinmast veya dozunun
azaltilmas1  yan etkilerinin  kaybolmasina neden olabilir.  Ozellikle artmis
aminotransferazlar ve alkalen fosfataz konsantrasyonlari, karaciger fonksiyon testlerindeki
anormallikler, hastalarin % 4-25’inde olugmaktadir. Hepatik toksisite genelde doza bagimli
ve geri doniisimlidiir. Sarilik, hepatomegali, asit, kollajen depolanmasi gibi

hepatotoksisite belirtileri ve semptomlar1 goriilebilir (53).

Epididimit ve erektil disfonksiyon son derece nadir olarak goriilmektedir.
Amiodarona bagl epididimit gelisen hastalarda ilacin dozunun azaltilmasi veya kesilmesi
ile diizelme saglanabilmektedir (54). Yetiskinlerde uzun siireli amiodaron kullanimina
bagli olarak serum Folikiil Uyarict Hormon, serum Luteinizan Hormon diizeylerinde artis,

hastalarda libidoda ve seksiiel fonksiyonlarda azalma gibi etkilerin oldugu goriilmiistir.

Kardiak aritmi ic¢in kullanilan amiodaronun kemikler iizerine olan etkisinin
arastirildigi bir ¢aligmada osteoporoz igin bir risk faktorii olarak kabul edilmektedir. Atrial
fibrilasyonlu hastalarda kirik riskini artirmaktadir (55). Ancak literatiirde amiodaronun
kemik iizerine etkilerini morfolojik diizeyde inceleyen herhangi bir ¢aligmaya

rastlanmamaktadir.
2.2. Kemik
2.2.1. Kemik Doku ve Histolojisi

Kemik;  hidroksiapatit ~ kristallerinden,  osteoblastlardan,  osteositlerden,
osteoklastlardan, hematopoetik hiicrelerden, kollajen liflerden, kan damarlarindan ve
sinirlerden olusmus insan viicudunun en sert dokularindan birisidir. Organik ve inorganik
bolimlerden olusan kemigin %30-35’ini organik, %60-65’ini inorganik kisim olusturur
(56). Organik boliim; %98 matriksden ve %2 hiicrelerden olusur. Matriks, mineralizasyon

icin gerekli ortami1 hazirlar.

Kemigin %25’den fazlasi, matriksin ise %901 kollajendir. Kemikte en fazla
bulunan kollajen, %85-90 tip 1 Kkollajendir. Matrikste, kemik hiicreleri, lipitler,

proteoglikanlar ve diger kollajen disi proteinler bulunmaktadir (56). Kollajen lifler,
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mineralizasyonun gerceklestigi yapisal ¢ati ve iskeleti olusturur. Osteokalsin, matriks dis1
organik proteinler arasindadir ve diizeyi kemik yapim ve yikim olaylarinin bir
gostergesidir. Osteokalsin, paratiroid hormon (PTH) tarafindan inhibe ve 1-25
dihidroksivitamin D tarafindan aktive edilir. Inorganik bilesenler arasinda kalsiyum

hidroksiapatit ve osteokalsiyum fosfat sayilabilir.

Mekanik ve biyolojik 6zelliklerine gore iki tip kemik dokusu mevcuttur. Primer
kemik (immatiir, kaba lifli), embriyonik iskeleti olusturur ve gelisme siireci igerisinde
lameller kemik ile yer degistirir. Oncii kirik tamir dokusunu olusturur ve remodelizasyon
sirasinda lamellar kemik ile yer degistirir. Lamellar kemige gore ¢cokme ve rezorpsiyonun
daha hizli oldugu ve matriks mineralizasyonunun diizensiz bir sekilde oldugu goriiliir.
Kollajen liflerinin diziliminin zayif olmasi, yiiksek hiicre ve su igeriginden dolay1 lamellar

kemige gore daha az sert ve daha kolay deforme olabilmektedir.

Lamellar kemik, dogumdan sonra goriillmeye baslar. Gelisme siirecinde immatiir
kemigin yerini alir. Kollajen lifler tabakalar halinde paralel olarak siralanmasi nedeniyle
sik1 baglant1 yaparlar ve kemik dayanikligini artirirlar. Yapisal olarak spongioz (kanselloz,
trabekiiler) kemik ve kortikal (kompakt) kemik olmak iizere iki tip lamellar kemik bulunur.
Kortikal ve spongiéz kemik matriks icerigi ve yapist ayn1 olmakla birlikte birim hacme
diisen kemik matriks miktar1 kortikal kemikte daha fazladir. Elastisite ve kompresif
dayaniklilik agisindan kortikal kemik spongiéz kemige gore on kat daha iistiindiir. Matiir
kemigin %380’ini kortikal kemik olusturur. Uzun kemiklerin diafizinde kalin, kisa

kemiklerdeki yogun spongi6éz kemik ¢evresinde ise ince bir kortikal tabaka bulunur (57).
2.2.2. Kemik Hiicreleri
Osteoprogenitor Hiicreler:

Osteoprogenitor hiicreler, mezensimden koken alan kok hiicrelerdir. Yeni kemik
olusumu olay1 olan osteogenezde, bir grup yenilenebilen osteoprogenitor hiicre (osteoblast
prekiirsor hiicreleri), kendilerini kemik olusturacak hiicrelere doniistiiren molekiiler

uyartya cevap verebilecek niteliktedir.

Bu hiicreler; mitoz kapasitesine sahip olup daha sonra olgun kemik hiicrelerine

doniistirler. Oval veya uzamis ¢ekirdek ve belirgin olmayan sitoplazma iceren asidofilik ig
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sekilli hiicrelerdir. Periosteum ve endosteumun i¢ yiizeyleri ile kompakt kemigin vaskiiler
kanallar1  igerisinde yerlesmislerdir. Bu hiicreler normal histolojik kesitlerle

gosterilemezler.
Kemik Doseyici Hiicreler:

Kemigin yeniden sekillenmesi olmayan yerlerde, kemik yiizeyi bir yassi hiicre
tabakasi ile kaplanmistir. Bu hiicrelerin ince bir sitoplazmasi ve periniiklear bolgede az
miktarda organelleri vardir. Kemigin dis ylizeyini déseyen bu hiicrelere periosteal hiicreler;
i¢ ylizeyini doseyenlere ise endosteal hiicreler ad1 verilmektedir. Bu hiicrelerin sitoplazmik
uzantilarinin birbirleri ile iliskili oldugu yerlerde oluklu baglantilar (neksus) mevcuttur.
Doseyici  hiicreler osteoblastlardan koken almaktadirlar (58). Kemik matriksindeki
osteositlerin devamliligin1 saglar ayrica kemikteki kalsiyum ve fosfatin regiilasyonunda rol

aldiklar diisiiniilmektedir.
Osteoblastlar:

Osteoblastlar, 20-30 mikrometre ¢apinda, kiibik, biiyiikk oval g¢ekirdekli ve ¢ok
sayida ¢ekirdekgik igeren hiicrelerdir. Tip 1 Kollajen, proteoglikan ve glikoprotein sentezi
yaparak kemik matriksinin organik kisimlarinin iiretimini saglarlar. Matriksin kollajen dis1
proteinlerinin (osteonektin, osteokalsin, osteopontin, sialoproteinler, prostaglandinler,
kollagen inhibitorleri, plazminojen aktivatorleri gibi) {iretiminden sorumludur.
Osteoblastlar sitoplazmalarinda alkalen fosfataz (ALP), yiizeylerinde parathormon
reseptorleri, ¢ekirdeklerinde Ostrojen reseptorleri icerirler. Ancak kalsitonin reseptorleri
icermezler. Osteoblastlar, osteoklast birikimi ve aktivitesi i¢in gerekli olan sistemik
uyarilar1 diizenler (59). Inorganik kisimlarin yapilabilmesi de osteoblastlarm varlig

sayesinde olur.
Osteositler:

Osteositler, kemik hiicreleri icersinde sayilari en ¢ok olan hiicre grubudur.
Osteoblastlardan kaynaklanirlar ve matriks lamelleri arasinda bulunan lakunalar igine
yerlesmislerdir. Her lakunada sadece bir osteosit yer alir. Fiziksel strese maruz kalan
kemikte ilk etkilenen hiicre osteositlerdir. Osteositler osteoblastlari, osteoblastlar da

osteoklastlart aktive ederek kemik rezorbsiyonu baslatilir (60).
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Osteositlerin sitoplazmik uzantilart ince silindirik kanalciklarla sarilmistir. Komsu
osteositler sitoplazmik uzantilarinin birbirleri arasinda yaptiklar1 hiicre baglantilar1 ile
iletisimi olusturup, besin maddelerinin hiicreden hiicreye gegisini saglarlar. Osteositler

ayni zamanda kemik matriksin yapim ve yikiminda rol alan hiicrelerdir.
Osteoklastlar:

Osteoklastlar c¢ok biiylik, ileri derecede dallanmig ve hareketli hiicrelerdir.
Bu hiicreler, kan kaynakli monositlerin birlesmesi ile meydana geldikleri i¢in
"mononiikleer fagositoz sisteme" dahildirler (60). Osteoklast prekiirsor hiicreleri kemik
iligi, dalak ve az sayida dolasimda bulunur. Hiicrelerde pek ¢ok lizozomla birlikte, bol
miktarda serbest polizom, bir parca graniiler endoplazmik retikulum, c¢ok sayida

mitokondriya ve gelismis golgi kompleksi de vardir.

Osteoklastlar kemik matriksine hiicum eden, asid, kollajenaz ve diger proteolitik
enzimleri salgilarlar. Ayrica tartarata direngli asit fosfotazi da sentezler (60). Boylece
kalsifiye olmus temel maddeyi serbest hale getirirler ve kemik rezorbsiyonu sirasinda

meydana gelen artiklarin da ortadan kaldirilmasinda aktif rol alirlar.

Sekil 2: Kemik Hiicrelerinin Gortiinimii
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2.2.3 Kemik Matriksi:

Lameller kemik incelendiginde, kemik dokusunun hacimsel olarak %90’nindan
fazlasin1 kemik matriksi olusturur (61). Kemik matriksi organik ve inorganik icerige
sahiptir. Inorganik kisim yas kemik agirligmin yaklasik olarak % 65°ni olusturur (61).
Temel olarak kalsiyum fosfat ve kalsiyum karbonattan olusur. Ayrica az miktarda
kalsiyum florid ve magnezyum florid icerir. Inorganik matriks iyon rezervuari olarak gorev

yapar ve kemigin dayaniklilik ve sertligini saglar (61).

Organik kisim temel olarak kollajenden meydana gelir. Organik matriksin yaklasik
% 90’11 olusturan kollajen osteoblastlar tarafindan {iretilir. Organizmada en fazla bulunan
kollajen tip-I’dir ve bag dokusunda genis bir alan teskil etmektedir. Organik matrikste
kollajen tip-I’in diginda III-V-XI ve XlII’de bulunmaktadir. Kemige seklini verir ve
elastisite saglar. Organik matrikste kollajen disinda osteokalsin, osteonektin, proteoglikan,
sialoprotein ve fosfoprotein gibi proteinler de bulunur (61). Organik matriks ayn1 zamanda

biiylime faktorleri de igerir.
2.2.4 Periosteum ve Endosteum

Kemigin dis ve i¢ yiizeyleri, kemigi olusturan hiicrelerden ve bag dokusundan
olusan zarlarla orttliidiir. Bu zarlardan distakine periosteum, igtekine endosteum denir.
Periosteum, kemik dokusunu distan saran bag dokusu kilifidir. Hem gelisim dénemindeki
kemik olusumu asamasinda hem de kirik iyilesmesi asamalarinda da gorev yapar.
Periosteal hiicreler, sistemik ve lokal uyaranlar ile kemik dokusunda yapim ve yikim

mekanizmalarinda 6nemli rol oynarlar (62).

Periosteumun kemikle olan siki iliskisi Sharpey liflerinin olmasima baghdir. I¢ ve
dis tabakadan meydana gelmistir. D1s tabaka dens fibroz bag dokusudur, kan damarlar1 agi
burada yer alir. Buradan gelen damarlar Volkman kanallar1 yolu ile Havers kanallarina
gecer. I¢ tabaka ise daha gevsekge diizenlenmis bir bag dokusudur. Kemik hasar gordiigii
zaman, i¢ tabakadaki ig sekilli hiicreler osteoblast haline gecerler ve hasarli kemigi
onarirlar. Bu nedenle bazan bu tabaka osteojenik tabaka olarak da adlandirilir (62). Normal
durumlarda bu tabakanin hiicreleri yetiskinde inaktif haldedir (osteoprogenitor hiicre) ve ig

sekilli bag dokusu hiicreleri olarak goriiliir.
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Endosteum kemik iligi kavitelerine o6rten ve kompakt kemik kanallar sistemine
uzanarak, bu kanallarin da i¢ yiizeyini kaplayan, osteoprogenitor hiicrelerden olusmus ince
bir tabakadir. Osteojenik ve hemopoietik potansiyellere sahiptir. Endosteum periosteumdan
olduk¢a incedir. Periosteum ve endosteumun temel islevleri, kemik dokusunun
beslenebilmesi, biiyliyebilmesi ve onarimi i¢in gerekli olan yeni osteoblastlar1 kesintisiz
olarak saglamaktir. Bu nedenlerle kemik cerrahisinde periosteum ve endosteumun

korunmasina ¢ok dikkat edilir.

2.2.5. Kemik Tipleri
Primer Kemik Dokusu:

[lk ortaya ¢ikan kemik dokusu primer kemiktir. Gegicidir ve yetiskinlerde, kafadaki
yasst kemik eklemleri, dis alveolleri ve tendonlarin kemige girdigi yerler gibi birka¢ yer
disinda, yerini sekonder kemige birakir. Primer kemik dokusu, sekonder kemik dokusuna
nazaran, rasgele dizilmis kollajen liflerin yani1 sira daha az mineral ve sekonder kemik

dokusundan daha fazla osteosit igerir.
Sekonder Kemik Dokusu:

Sekonder kemik dokusu genellikle yetiskinlerde bulunur. Kollajen lifler 3-7 mikron
kalinliginda olup, birbirlerine paralel veya bir vaskiiler kanal etrafinda dairesel olarak
yerlesmis lameller halinde diizenlenmistir. Kan damarlarini, sinirleri ve gevsek bag
dokusunu igeren bir kanal etrafin1 saran, dairesel lamellerin meydana getirdigi biitiinliige
hawers sistemi veya osteon denir. Osteositleri igeren lakunalar lameller arasinda ve nadiren
de i¢inde bulunur. Bir lamelin kollajen lifleri birbirlerine paraleldir. Havers sisteminin ana
fonksiyonu besin maddelerini kompakt kemige getirmek olduguna gore, bu sistemin ince
spikiillerden olusan siingerimsi kemikte goriilmemesi dogaldir. Burada besin maddeleri

kemiksi yapinin i¢ine, civarindaki kan kapillerinden rahatlikla gecebilir.
2.2.6. Kemigin Olusumu:
Kemik {ig¢ yolla sekillenir;

1. Osteoblastlarin salgiladiklari matriksin dogrudan dogruya mineralizasyonu ile

(intramembrandz kemiklesme)
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2. Daha oOnce var olan kikirdak matriks tizerine kemik matriksin ¢okiisi ile

(endondral kemiklesme).
3. Mevcut kemigin {lizerine yeni kemigin birikmesi(appozisyonel kemiklesme)
2.2.6.1. intramembranéz Kemiklesme:

Bu tip kemiklesmenin oldugu sahalarda kikirdak yap1 olugmaksizin kemik yapimi
olur. Yassi kemiklerin (kraniyal kemikler, skapula, sternum) olus mekanizmasi,
mezenkimal doku yogunlasmalar1 i¢cinde olustugu icin bu ad verilmistir. Farklilagmamis
mezensimal hiicreler kemik yapim sahasina tabakalar halinde birikir (61). Intramembran6z
kemiklesme kisa kemiklerin biiyiimesinde ve uzun kemiklerin kalinlagmasinda rol oynar.
Bu hiicreler kan damarlari, fibroblastlar ve osteopregenitor hiicreleri igeren bir gevsek
organik matriks olusumunu saglarlar. Osteopregenitor hiicreler osteoblastlara doniisiirler
ve organik matriks {izerinde mineralizasyonu saglarlar (62). intramembranéz kemiklesme
subperiosteal kemiklesmenin prototipidir ve kirik iyilesmesi bu mekanizma ile gergeklesir

(61).

Mezankimal doku yogunlagma alanlarinda hiicreler boliinerek, kemiklesme
merkezinin devamli olarak biiylimesinden sorumlu olan hiicreleri, yani osteoblastlar
meydana getirirler. Cesitli ossifikasyon merkezleri radial olarak biyiiylip birleserek,
baslangictaki orijinal bag dokusunun yerini alirlar. Bebeklerdeki bag dokusundan olusan,
kafatasinin heniiz kemiklesmemis yumusak bolgeleri olan bingildaklar bunlara tipik bir

Ornektir.
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Sekil 3: Kemik Hiicrelerinin Olusumunu Gosteren Sematik Goriiniim.

Dogumdan sonra kafatasinin yasst kemiklerinin i¢ ve dis yiizeylerindeki
intramembrandz kemik yapimi, kemik yikimina gore belirgin olarak artmistir. Boylece iki
tabaka kompakt kemik (i¢ ve dis tabakalar) olusur. Bu iki tabaka arasindaki kisim (diploe
mesafesi) siingerimsi yapisini korur. Bag dokusunun kemiklesmeye katilmayan boéliimleri

ise, intramembrandz kemigin periosteum ve endosteumunu olusturur.
2.2.6.2. Enkondral Kemiklesme:

Enkondral kemiklesme, kikirdagimsi matriks salinimi  yapan ve ileride
kondrositlere doniisecek olan differansiye olmamis mezensimal hiicrelerin kemik yapim
sahasinda birikmesi ile baglar (63). Hiyalin ve hiyaline benzer yapidaki kikirdagin
olusmasindan sonra, kikirdagin bazi bolgeleri kalsifiye olur, kondrositler biiyiir, damarsal
yapilar kikirdak dokunun igerisine ilerler, kartilaj dokunun igerisine yerlesen hiicreler
dokuda rezorpsiyon yaratarak kemik iligi bosluklarini olustururlar (63). Damarsal yapilar
ile beraber osteoprogenitor hiicreler osteoblastlara doniisiirler ve olgunlasmamis kemik

tizerinde kemik matriksinin olugmasini saglarlar (61,63). Olgunlasmamis kemik ya da orgii
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kemik diye adlandirilan bu kemik farklilagsarak lameller kemige doniisiir (61,63). Bu

kemiklesme tiirii kisa ve uzun kemiklerin sekillenmesinden sorumludur.
2.2.6.3. Appozisyonel Kemiklesme:

Appozisyonel kemiklesme, kemiklerin periosteal kalinlagsmasi ve ortopedik kemik
yapim sekillenmesi esnasinda olusur. Endokondral ve intramembrandz kemiklesmenin
aksine burada halihazirda olusmus olan kemik yiizeyinde osteoblastlarin birikmesi ile
baslar (61). Bu hiicreler ileride kemik dokusuna doniisecek olan bag dokusu niteliginde

olan “osteoid” dokuyu sentezlerler ve tabakalar halinde lameller kemik olusur (61).
2.2.7. Tlaclarin Kemik Dokusu Uzerine Etkileri:

Kortikosteroid (KS) ilag kullanimima bagli olarak olusan osteoporoz sekonder
osteoporoz nedenleri arasinda en sik goriilenidir. Kortikosteroidler, osteoblastlarin sayisini
azaltarak, yasam siiresini kisaltarak ve fonksiyonlarin1 bozarak kemik yapimim
azaltmaktadir (64). Kortikosteroid ila¢ tedavisi osteoblastlarin apopitozunu da
artirmaktadir. Ayrica KS'ler osteoblastlarin kollajen sentezini inhibe eder ve diger yandan

osteoklast aktivitesini de arttirirlar (65).

Antikonviilzan ilaglar karaciger mikrozomal enzimlerini indiikkleyerek, D vitamini
ve Ostradiol katabolizmasini hizlandirirlar. Sonugta barsaklardan kalsiyum emilimi azalir,
buna bagli sekonder hiperparatiroidi gelisir ve osteoporoz riski artar (66). Heparin en az
10-15.000 {inite/giin dozunda ve ii¢ ay siire ile kullanildiginda kirik riskini artirmaktadir.
Osteoklastik aktiviteyi artirarak ve renal 1.25 (OH)2 vit D sentezini azaltarak kemik

yikimini artirir (66).
2.3. Apopitozis:

Hiicre strese karsi, cevresel faktorler ve etki eden uyariya gore gesitli sekillerde
adaptasyon, proliferasyon, diferansiasyon, dejenerasyon veya Olim seklinde cevap
verebilir. Temel olarak hiicre 6liimii nekroz ve apopitozis seklinde gergeklesir. Apopitozis
bir¢cok fizyolojik ve patolojik olayda yer alan, hiicre ve dokunun kararli durumunun

saglanmasi i¢in gerekli programlanmis hiicre 6limiidiir (67).
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Apopitozisin mekanizmasi oldukg¢a karigiktir ve bir takim molekiiler olaylarin
enerji bagimlh kaskadini igerir. Arastirmalar iki ana apopitotik yolagin oldugunu ortaya
koymustur. Bu iki ana yolak ayni zamanda birbiri ile iliskilidir ve burada yer alan
molekiiller bir yolagi etkilerken diger yolagi da etkileyebilmektedir. Yolaklardan biri
ekstrensek veya 6lim reseptorleri yolu, digeri intrensek veya mitokondriyal yolaktir (Sekil
5). Ayrica T hiicre aracili sitotoksite ve perforin-granzim bagimli hiicre 6limiini igeren
baska bir yolak da bulunmaktadir. Ekstrensek, intrensek ve perforin-granzim yolagi ayni
noktada birlesirler ve kaspaz-3’ tin aktivasyonu baslatilir. Bunu DNA fragmantasyonu,
niikleer proteinler ve hiicre iskeletinin bozulmasi, fosfatidilserinin hiicre membaninin ig¢
yiizinden dis yiize transloke olmasi, proteinlerin ¢apraz yer degistirmesi, apopitotik
cisimlerin olugmasi, fagositik hiicrelerin reseptorleri i¢in ligandlarin eksprese edilmesi ve
son olarak da fagositik hiicrelerce ortadan kaldirilmasi izler. Kaspazlar, tiim vertebralilarin
hiicrelerinde apopitozisin hem baslangic hem de final asamalarinda yer alan hiicre ici
sistein proteazlari kapsar. Bu siirecte yer alan 11 kaspaz molekiilii bulunmaktadir ve
kaspazlar kaskad seklinde aktive olmaktadir. Kaspaz-8 ekstrensek, kaspaz-9 intrensek
yolakda aktive olup kaskadda yer almaktadir. Kaspaz-3 gibi efektor kaspazlar da baslatict
kaspazlarin etkisiyle etkin hale gegmektedir. T hiicre aracili sitotoksite ve perforin-granzim
bagimli yolak da hem kaspazlardan bagimsiz olarak hem de kaspazlara bagimli bir yolla

hiicre 6liimiine neden olmaktadir (67).

Bcl-2 ailesine ait proteinler apopitozisde diizenleyici anahtar rol oynamaktadir ve
ana gorevi, mitokondriyal gecirgenligi, organellerden apopitotik proteinlerin mitokondriye
gecisini kontrol etmektir. Bax, pro-apopitotik proteinlerden birisidir ve Bcl-2 ile beraber,
p53 tiimor supresor geni ile ekspresyonu diizenlenmektedir. p53 tumor supresor geni hiicre
siklusunu kontrol eden bir transkripsiyon faktoriidiir. Insan kanser olgularinin yarisindan
fazlasinda p53 geninde mutasyon saptanmistir ve bu nedenden dolayr p53, tumor
olusumunda kritik role sahiptir. p53, DNA hasar1 oldugunda, DNA onarim proteinlerini
aktive edebilir, hiicre siklusunu Gi1/S asamasinda durdurabilir ve e§er DNA hasari

onarilamayacak ise apopitozisn baglamasina aracilik eder (67,68).
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Sekil 4. Apopitotik Olaylarin Sematik Sunumu

2.3.1. Osteoklastlarin Apoptozisi:

Osteoklastlarin apoptozu ilk olarak transgenik farede TRAP (Tartarat Resistan Asit
Fosfataz) kullanilarak simian virus 40 large T antijeninin osteoklastlari hedef almasi
saglandiktan sonra kiiltirden M-CSF'in (makrofaj koloni uyarici faktor) cekilmesi
sonrasinda  gdzlenmistir. Apoptozise ugrayan osteoklastlarin iki ozelligi goze

carpmaktadir:

1-Yasayan osteoklastlardan daha gii¢lii TRAP boyanma

2-Biitiin niikleuslarinin ayn1 anda apoptoza ugramasi

Apoptoza ugrayan hiicreler icin sitoplazmik organel ve enzim fonksiyonunun
korunmas: tipiktir. Bu giigli TRAP boyanmasi, sitoplazmik kontraksiyonla sitoplazma
icerisinde artan TRAP konsantrasyonu veya hiicre icine giren TRAP''n disari
sekresyonunun sekteye ugramasi veya her iki segenegin bir kombinasyonunu yansitiyor
olabilir. Bu durum, doku kesitlerinde intakt apoptotik osteoklastlarin ve olii hiicrelerin

yikilmasindan sonra osteoklast fragmanlarinin taninmasini kolaylastirmaktadir.
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2.3.2.Kemik Remodeling Unitelerinde Osteoklast Apoptozu:

2-3 haftalik farelerin kalvaryel kemiklerine giinliik yiiksek doz IL-1 enjeksiyonlar1
sonrasinda osteoklast hiicre sayilarinin belirgin olarak arttifi gozlenmistir. Bu rezorbsiyon
sonrasinda normal kemik remodelingindekine benzer sekilde bol miktarda yeni matriks
depolanmast gdzlenmistir. Osteoklastlarin %13'i apoptotiktir. Bunlarin ¢ogu ilerleyen
rezorpsiyon hattinda ve bunun pesine devam eden yeni kemik formasyonu reversal
bolgesinde tespit edilmistir. Diger hayvan modellerinde ve artmis kemik yapim-yikimi
olan hastalardaki kemik remodeling iinitelerinde reversal alanlarinda osteoklast apoptozu

oldugu dogrulanmistir (69).

IL-1 enjeksiyonlarint durdurduktan 4-6 giin sonra fare kalvaryasinda goriilen
apoptotik osteoklastlarin oranindaki yiiksek artis, prostaglandin ve diger antiapoptotik
faktorlerin lokal konsantrasyonlarindaki ani diisiis sebebiyle oldugu diistiniilmektedir.
Daha yash osteoklastlar lateral ve asagiya dogru olan ilerlemeyi tamamlamak i¢in geride
birakilmakta ve sonunda apoptozise ugramaktadir. Rezorbe etme derinlikleri ve bununla
baglantili olarak trabekiiliin ortadan kaldirilmasi veya hayatta kalmasi, bu osteoklastlarin
apoptoz zamanlamalarina baghdir ve bu siire¢ farmakolojik olarak hizlandirilabilir.
Gecikmis apoptoz, tipik olarak Paget Hastaliginda goriilen derin rezorpsiyon lakunalarini
ve artmis Bcl-2 ekspresyonuna bagli olabilecek osteoklast niikleuslarinin fazla sayisini

aciklayabilir (70).

2.3.3. Osteoklast Apoptozunun Diizenlenmesi:

Kemik rezorpsiyonunu uyaran bir¢ok faktér gibi, PTH ve 1,25(OH)2 vit D3 de
osteoklast apoptozunu muhtemelen RANKL ekspresyonunu artirarak ve stromal
hiicrelerden osteoprotegrin (OPG) ekspresyonunu azaltarak osteoklast apoptozunu
engellemektedir. Osteoklast fonksiyonunu diizenleyen regiilatdrlerin konsantrasyonlari
(RANKL ve M-CSF ) osteoklastlarin akibetinde 6nemli rol almaktadir.

RANKL ve M-CSF:

Osteoklast apoptozunun ilk gozlemlenmesinden beri osteoklast yasam siiresinin
pozitif ve negatif regiilatorleri belirlenmistir. Bunlarin arasinda osteoklast formasyonu i¢in
de gerekli M-CSF, RANKL ve simdiye kadar bulunmus en giiglii negatif osteoklast
regiilatori OPG bulunmaktadir.
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RANKL'n osteoklast yiizeyindeki RANK'a baglanmasini takiben TNF reseptor
aktivatdr familyasmin bir iiyesi olan TRAF 6 (TNF reseptor iligkili faktér) RANK'in
sitoplazmik bolgesine baglanir, c-src ekspresyonu artar ve Src, TRAF 6'ya baglanir. PI3-
kinaz Src'ye, ve Akt PI3-kinaz'a baglanir. Bunu takiben Akt-Bad ve kaspaz-9'1 fosforile
eder ve boylelikle apoptoz kaskadinin aktivasyonunu engeller. Benzer bir sinyal kaskadi
IL-1 osteoklastlardaki reseptoriine baglaninca aktive olmaktadir. M-CSF'in aksine
RANKL, XIAP veya Bcl-xL'im ekspresyonunu indiiklememektedir. PI3-kinaz yolagini
aktive etmenin yaninda RANKL ayn1 zamanda osteoklast sagkalimini arttirmak i¢in NF-
kB'i de aktive eder. Bu durum NF-kB inhibitorlerinin osteoklast apoptozunu tetikledigini

gosteren bulgular ile uyumludur (71).

Src, RANKL"'!m antiapoptotik etkisinde dnemli bir rol oynamaktadir. Ciinkii src'siz
farelerden tretilen osteoklastlar, dogadaki farelerdekilerden daha siddetli bir osteoklast
apoptozunu tetiklemektedir. Src'nin RANKL iliskili osteoklast sag kalimindaki rolii
vazgecilmez degildir ¢iinkii src mutant farelerde osteoklast apoptozunda in vivo artig
gbzlenmemis hatta osteoklast sayilar1 artmistir. Ancak kinaz alani olmayan kisaltilmis src
transgenik farelerde osteoklast apoptozunun ve osteopetrozun siddetinin arttigi

gozlenmistir.

RANKL'ln antiapoptotik etkilerine RANKL-RANK etkilesimini engelleyen
stromal/osteoblastik hiicrelerin bir iirlinii olan OPG tarafindan karsi c¢ikilmaktadir. Bu
yizden OPG g¢ogunlukta oldugunda osteoklastlar antiapoptotik RANKL sinyali ortadan
kalktig1 icin Oliirler. Calismalar stromal/osteoblastik hiicreler osteoblastlara diferansiye
oldukca OPG/RANKL oram yiikselmekte ve bu durum yetiskin osteoblastlarin osteoklast

sagkaliminda negatif diizenleyici bir rol oynadigini diigiindiirmektedir (72).
Integrin Baglanmasi:

PI3-kinaz antiapoptotik yolak ayn1 zamanda osteoklastlar kemik matrikse
baglandiklarinda ortaya ¢ikan integrin aracilikli sinyallerle de etkinlestirilmektedir. Bu
yolak ayrica osteoklast sitoiskeletini reorganize edilmesini siirdiiren sinyalleri de baslatir.
Integrin baglanmasindan sonra aktive olan Src'nin, antiapoptotoik mekanizmaya katilip
katilmadigi bilinmemektedir. Ancak, apoptozda akut inflamatuvar reaksiyonun olusumunu

engellemesi 6nemli bir 6zelligidir.
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Vitronektin reseptorii olan integrin, kemik matrikste osteoklast adhezyonuna
aracilik etmektedir. Osteoklastlarin etkin bir sekilde rezorbsiyon yapabilmesi i¢in matrikse
siki bir sekilde baglanmalar1 gerekmektedir. Bu adhezyonun bozulmasi diger hiicre

tiplerinde oldugu gibi 6liim sinyali yolaklarinin aktivasyonuna sebep olabilir (73).
Sitokinler ve Diger Inflamatuvar Ajanlar:

Sitokinler, nitrik oksit ve prostaglandinler gibi proinflamatuvar ajanlarin yapimi,
Ostrojen eksikligi ve kronik inflamatuvar kemik hastaliklar1 gibi artmis kemik rezorpsiyonu
ile iliskilendirilmis durumlarda artmaktadir. Bu ajanlarin ¢ogunlugu stromal hiicre RANKL
ekspresyonunu uyarir ve osteoklast apoptozunun engellenmesi gibi ¢oklu mekanizmalar ile
kemik rezorpsiyonunu artirir. IL-1, osteoklastlarin apoptozunu engellemek icin direkt
etkilere sahip gibi gériinmektedir ancak bunun NF-kB (niikleer faktor kapa hafif zincir
aktive edici B hiicre) mi yoksa ERK (ekstraselliiler sinyal diizenleyici kinaz) aktivasyonu

aracilt oldugu bilinmemektedir.

Osteoklastlarda IL-1 ve TNF reseptorlerinin hiicre i¢i alanlarina TRAF 6 baglanir
ve bu da NF-kB'nin aktivasyonuna ve osteoklast apoptozunun engellenmesine sebep olur.
IL-6, gpl30 (glikoprotein) sayesinde antiapoptotik sinyallerine aracilik eder ancak bu
etkinin osteoklastlardaki mekanizmasi hala netlik kazanmamustir. Nitrik oksit her ne kadar
kemik rezorpsiyonunu uyarsa da osteoklastlarin ve prekursorlerinin apoptozunu da

tetiklemektedir (74).
2.3.4.0steoblast ve Osteositlerin Apoptozu:

Kalsinoz kemikte apoptotik osteoblastlart sayarken spesifik  kriterler
kullanilmalidir. Osteoid ve diger osteoblastlardan ayrimlari yapilmalidir. Zira kemik
olusumu osteoblast takimlar1 tarafindan gergeklestirilmektedir ve bu hiicreler kiiboidal
morfolojileri ile yakinlarindaki kemik iligi ve sinir hiicrelerden ayrilabilir. TUNEL metodu
ile analiz edildiginde eriskin farelerin vertebral kalsindz kemiklerindeki osteoblastlarin %
0.5-1.0" inde DNA strand kiriklar1 gozlenmektedir. Etiketlenen osteoblastlarin ¢ogunun
cekirdegi yuvarlaktir ve sadece bazilarinda kromatin gruplagmalari bulunmaktadir. Bu,
hiicrelerin apoptozun erken safhalarinda oldugunun gostergesidir. Osteoblastlarin ¢ok az

apoptozis belirtileri gostermesi bu siirecin olduk¢a cabuk gergeklesmesiyle agiklanabilir.
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Osteoblastlar gibi seks steroidlerinin kaybi veya glukokortikoid fazlasi ile apoptoza
giren osteosit sayist artmaktadir. Osteoblastlardan farkli olarak osteosit apoptozu birikici

tiirden bir hiicre 6liimiinii temsil etmektedir.
2.3.5.0steoblast ve Osteositlerin Apoptozunun Regiilasyonu:

Oliim sinyali reseptdrlerinin TNF (tiimér nekroz faktdr) veya CD95 ligand ile in
vitro aktivasyonu osteoblast apoptozunu uyarmaktadir. Her ne kadar CD95 ve ligand1 in
Vivo osteoblast ve osteositler tarafindan eksprese edilse de bu hiicrelerin fizyolojik

apoptozundaki rolii hala bilinmemektedir.
Integrinler:

Osteoblastlarda, in vitro sartlarda fibronektin veya kollajene baglanma
engellendiginde apoptoz tetiklenmis olur. Intraselliiler antiapoptoz sinyalleri de integrinin
ekstraselliiler matrikse baglanmasimi takiben olusur. In vivo osteoblastlar artarsa integrin
sinyallenmesi periyodik olarak kaybolur. Integrinin adhezyon goc¢iinde ve matriks

olusumunda dinamik degisikliklere neden olur (75).
Biiyiime Faktorleri ve Sitokinler:

IGF’ler (insiilin like growth factor) , TGF beta (transforming growth factor) ve I1L-6
tipi sitokinler dahil olmak {izere kemik mikrogevresinde olusturulan ¢ogu biiyliime faktorii
ve sitokin osteoblast apoptozunu inhibe etmektedir. FGF (fibroblast growth factor),
boliinen preosteoblastik hiicrelerin primer kiiltiirlerinde apoptozu baskilarken, matiir
osteoblastlarin apoptozunu stimiile etmektedir. CD40'n ligandi CD154 tarafindan aktive

edilmesi de osteoblastlar ve osteositlerin apoptozunu engellemektedir (76).

IL-6 tipi sitokinlerin osteoblastik hiicrelerdeki antiapoptotik etkisi STAT (sinyal
doniistiiriici ve transkripsiyon aktivatorii ) fosforilasyonu ile uyarilan siklin kinaz
inhibitdrii p21'in varligimi gerektirmektedir. Osteoblastik hiicrelerde gosterilmemis olsa da
IGF ve FGF'lerin diger hiicreler iizerindeki antiapoptotik etkileri Bad'm PI3-kinaz ve Akt
aracilikli fosforilasyonunu icermektedir. IGF'ler ayn1 zamanda p21 ve Bcl-2'nin sentezini
de uyarmaktadir. Son olarak IGF ve FGF’ler, kaspaz-3'e baglanip onu inhibe eden ve
osteoblastik hiicrelerde TNF tetikli apoptozu engelleyen calbindin-D28k'nin sentezini

arttirabilir (77).

29



3. MATERYAL VE METOD
Deney Hayvanlar ve Bakim Kosullar :

Calisma, Karadeniz Teknik Universitesi Cerrahi Arastirma Merkezi ve Celal Bayar
Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji-Embriyoloji Anabilim Dali, Immunohistokimya
Laboratuari’nda gergeklestirildi. Caligmanin materyalini 2.5 aylik, puberte dénemindeki
350£50 gram, 21 adet Spraque Dawney albino soyu erkek sicanlar olusturdu. Bu
hayvanlar, Karadeniz Teknik Universitesi Cerrahi Arastirma Merkezi’'nden ayni dogum
tarihli farelerin dogumlarindan cinsiyet ayrimi yapilarak elde edilmistir. Hayvanlar ad
lubitum, pelet seklindeki standart sican yemi ile beslendiler. igme suyunu serbest olarak
tikettiler. On iki saat aydinlik/ 12 saat karanlik periyodunda tutuldular. Klima ile
bulunduklar1 oda sicakligi 21-23°C, nem ise %50-70 oraninda sabitlendi. Si¢anlarin canli

agirliklar1 deneyin basinda, bir haftanin ve deneyin sonunda tartildi.

Calismadaki tiim deneysel islemler Karadeniz Teknik Universitesi Hayvan

Deneyleri Yerel Etik Kurul Bagkanligi tarafindan onaylandi (Karar No: 28.11.2012/42).
Deney Plani :

Siganlar kontrol grubu, diisiik doz ve yiiksek doz amiodaron alan grup olmak iizere
yediser fareden olusan {li¢ gruba ayrildi. Kontrol grubundaki sicanlara amiodaron yerine
igme suyu, giinde iki defa olmak iizere, ikinci gruba, oral gavaj ile diisiik doz amiodaron
(20 mg/kg/g), Uciincii gruba ise yiiksek doz amiodaron (200 mg/kg/g) 14 giin boyunca

verildi. Amiodaron (Cordarone®) distile su igerisinde ¢ozdiiriiliip, oral gavaj ile uygulandi.

Hayvanlarin Canli Agirhiklarin Olgiimii, Kemik Dokusunun Alinmasi, Tespit

ve Takip :

Deneyin baslangicinda, li¢ gruptaki deney hayvanlarmmin agirliklar tartildi ve
amiodaron alacak sicanlarin ila¢ dozlar1 ayarlandi. Bir haftanin sonunda agirlik degisimi
olabileceginden tiim siganlar tekrar tartildi ve ilag dozlar tekrar ayarlandi. Calismanin
sonunda sicanlarin anestezi (ketamin 0.1 mg/kg intraperitoneal) altinda karin boslugu

acildi, her iki testis ingiunal kanaldan alinip ¢ekildikten sonra intrakardiyak kansizlastirma



ile 6tenazi saglandi. Testis dokusu baska bir ¢alisma icin ayrildiktan sonra, sol femurlari
kalga ve diz eklemlerinden dezartikiile edildi. Femur {izerindeki yumusak dokular kallus
dokusuna zarar verilmeden nazik¢e kemikten siyrildi. Tiim sol femurlar alindiktan sonra
%10’luk formol soliisyonuna konularak histopatolojik olarak incelenmek iizere Celal

Bayar Universitesi’ne gonderildi.

Materyal Metod:

Cikarillan dokular noétral formalinde 24 saat fikse edildi. Daha sonra kemik
dokularin dekalsifikasyonu i¢in Edta soliisyonunda bekletildi. Ardindan dokular 1 gec akar
suda yikanip artan alkol serilerinde dehidrate edildi ve ksilende seffaflastirildi. 5 mikron

kalinliginda seri kesitler poli lizin kapli lam’lara alindi.
Immunohistokimyasal Yontem:

Seri kesitlerin diger kism1 immunohistokimya boyamasi i¢in ayrildi. 60 C de 1 gece
inkiibe edilen kesitler ksilende deparafinize edildikten sonra azalan alkol serilerinde
dehidrate edildi. Antijen retrieval i¢in kesitler citrat bufferda (10 mM, pH 6.0)
mikrodalgada 15 dk kaynatildi. Endojenaz peroksidaz aktivitesini dnlemek icin hidrojen
peroksidazda 15 dk bekletildi. Ardindan kesitler bloking serumda (Ultra V Block, TP-060-
HL; NeoMarker, Fremont, CA, USA) 10 dk inkiibe edildi. Kesitler primer antibadiler
Kaspaz-3 (Labvision, CA, USA), Kaspaz-9 (Labvision, CA, USA) ve P53 (Santacruz, CA,
USA) ve Bax (Santacruz, CA, USA) ile 60 dakika oda isisinda ve nemli ortamda inkiibe
edildi. Antijen antibadi kompleksi biotinylated sekonder antibadi ve streptavidin-
peroksidaz kompleksi (20 dk) ile tespit edildi. Isaretleme DAB (Labvision, CA, USA) ile
gergeklestirildi. Kesitler mayers hematoksilen ile zemin boyandi ve mounting medium ile
kapatildi. Fotograf makinesi atagmanli Olympus mikroskopta (CX31 Germany)
fotograflar ¢ekildi.

Quantitatif Histomorfometri:

Kemik dokulardan longitudunal olarak 10 seri kesit alind1 ve bu seri kesilerde Isik
mikroskobun dijital fotograf makinesi kullanilarak 10 adet rastgele epifiz, diafiz
bolgelerinin 400X biiyiitmede fotograflar1 cekilerek bilgisayara kaydedildi. Leica Q win
image analyse software programinda, her fotografta osteoblast ve osteoklastlar 2 ayri

bagimsiz arastirmaci tarafindan sayilarak her sigan i¢in ortalamasi alindi.
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Epifiz, diafiz ve uzunluk Olgiimleri icin; her sicanin femur kemiklerinin seri
kesitlerinde epifizlerinin en kalin oldugu merkezden geg¢mis kesitler segilerek Isik
mikroskobun dijital fotograf makinesi kullanilarak 40X’liik biiyiitmelerinin fotograflari
cekilerek bilgisayara kaydedildi. Leica Q win image analyse software programinda

uzunluk 6l¢iimleri yapilarak kaydedildi.
Immunohistokimya icin;

Boyamalarda her bir preparatta X400 biiyiitmede gelisigiizel on alan segilerek
immunoreaktivitelerin yogunluguna ve ekspresyon miktar ylizdesine goére H skoru
hesaplandi. Immiinreaktivite yogunlugu semikantitatif olarak 0 (0, reaktivite yok), 1 (+,
zayif immiinreaktivite), 2 (+ +, orta diizeyde immiinreaktivite), 3 (+ + +, kuvvetli diizeyde
immiinreaktivite) olarak skorlandirildi. Tutulum miktar yiizdesi immiinreaktivitenin
bulundugu hiicre/yapilarin toplam hiicre/yapilara oranlanmasi ile; 1 (%0 — 10 arasi, fokal),
2 (%11 — 50 arasi, bolgesel) ve 3 (%51-100 arasi, diffiiz) olarak skorlandi. Her bir alan igin
bulunan yogunluk ve miktar skorlart £ Pi.(i+1) (Pi= tutulum miktar yiizdesi, i= tutulum

yogunlugu) formiilii ile hesaplandi. Sonuglar toplanarak o lam i¢in tek bir degere ulasildi.
Hematoksilen Eozin i¢in;

Hematoksilen Eozin boyali her bir preparatta X40 biiylitmede gelisigiizel on alan
secilerek epifiz ¢api, diyafiz cap1 ve longitodunal femur fotograflar1 c¢ekildi. Bu
fotograflarin her birinde, bilgisayarda image-analizi software (Leica Q Win V3 Plus
Image) sistemi ile ¢ap ve uzunluk olarak 10 ayri 6l¢iim yapildi ve ¢ikan sonuglarin
aritmetik ortalamasi alindi. Yine her bir preparatta X400 biiyiitmede 10 ayr1 alan segilerek
fotograflar1 ¢ekildi. Bu fotograflarin her birinde, bilgisayarda image-analizi software
(Leica Q Win V3 Plus Image) sistemi ile osteoblast ve osteoklastlar ayr1 ayri isaretlenerek

sayild1 ve ¢ikan sonuglarin aritmetik ortalamasi alindi.
Istatistiksel Analizler :

Calismanin analizlerinde SPSS (Sosyal Bilimler igin Istatistik Paketi ) 13.0 paket
programi kullanilmustir. Olgiim degiskenleri ortalama, standart sapma, medyan, minimum
ve maksimum degerleriyle verilmistir. Olciim degiskenlerinin 3 ve daha fazla grup

karsilastirmalarinda one-way anova testi (tek yonlii karsilastirma testi) kullanilmistir. One-
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way anova testinden sonra gruplar arasindaki farklilig1 saptamak i¢in ¢oklu karsilagtirma
testleri kullanildi. Post hoc secenegi igersindeki bonreronni ¢oklu karsilastirma testi ile
gruplar arasinda karsilastirma yapildi. Caligmanin tiim istatistiksel analizlerinde p degeri

0,05’in altindaki karsilastirmalar istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

Kaspaz-3 immunoboyamasinda kontrol grubunun femur epifiz ve diyafiz
bolgelerindeki kemik dokusunda zayif immunoreaksiyon gozlendi (Resim 1). Diisiik doz
grubunda epifiz bolgesinde yine zayif kaspaz-3 ekspresyonu izlenirken diyafiz bolgesinde
kemik dokusunu igten saran ve gen¢ kemik hiicreleri osteoblastlarin bulundugu endosteum
tabakasinda zayiftan ortaya degisen reaksiyon belirlendi (Resim Bl, B2). Yiiksek doz
grubunda epifiz bolgesindeki proliferasyon kikirdagimin proliferatif ve hipertrofik
zonlarindaki kikirdak matriksinde ve kemik zondaki yeni olusmus kemik matriksinde
kuvvetli kaspaz-3 ekspresyonu dikkat c¢ekiciydi (Resim C1). Diyafiz bélgesinde ise
endosteumda ve kompakt kemigin icinden gecen Walkman kanallarinda kuvvetli

immunoreaksiyon gozledi (Resim C2).

Kaspaz-9 immunoboyamasinda kontrol grubuna benzer sekilde epifiz ve diyafiz
bolgelerindeki kemik dokusunda zayif reaksiyon hakimdi (Resim 2). Ancak diisiik doz
grubunda epifiz bolgesinde her {i¢ zonda da ortadan kuvvetliye degisen kaspaz-9
immunoreaksiyonu gozlendi (Resim B1). Diyafiz bolgesinde ise endosteum tabakasinda
boyanma az iken kompakt kemigin bazi bolgelerindeki kemik matrikste ortadan siddetliye
degisen reaksiyon tespit edildi (Resim B2). Yiiksek doz grubunda epifiz boélgesindeki
proliferasyon kikirdaginda her 3 zondaki kikirdak ve kemik matrikste kuvvetli kaspaz-3
ekspresyonu gozlendi (Resim C1). Diyafiz bolgesinde endosteumda ve kompakt kemikte

yaygin olarak kemik matrikste kuvvetli kapsaz-9 reaksiyonu belirlendi (Resim C2).

P53 immunoboyamasinda kontrol grubunda kemigin epifiz ve diyafiz bolgelerinde
zay1f immunoreaksiyon izlendi (Resim 3). Diisiik doz grubunda epifiz bolgesinde yer yer
baz1 kikirdak matrikste zayiftan ortaya degisen reaksiyon gozlenirken, diyafiz bolgesindeki
endosteum tabakasinda orta siddetli P53 ekspresyonu belirlendi (Resim B1, B2). Yiiksek
doz grubunda epifiz bolgesinde 6zellikle proliferasyon kikirdagimin kemiklesme zonunun
bagladigi kemik matrikste kuvvetli p53 immunoreaksiyonu tespit edildi (Resim C1).
Diyafiz bolgesinde de endosteum tabakasinda ve kompakt kemigin i¢indeki Walkman

kanalinda kuvvetli P53 reaksiyonu belirgindi (Resim C2).



Bax immunoboyamasi da diger ii¢ boyamada oldugu gibi kontrol grubunda kemigin
epifiz ve diyafiz bolgelerinde zayifti (Resim 4). Diisiik doz grubunda epifiz bolgesindeki
proliferasyon kikirdaginda zayiftan ortaya degisen Bax reaksiyonu ozellikle hipertrofik
zondaki kikirdak hiicrelerinde belirgindi (Resim B1). Kemigin diyafiz bolgesindeki
endosteum tabakasinda ve kompakt kemik bdlgesinde Bax ekspresyonu zayiftt (Resim
B2). Yiiksek doz grubunda, epifiz bolgesinde ii¢ zonda da ortadan kuvvetliye degisen
reaksiyon hakimdi (Resim C1). Diyafiz bélgesinde ise endosteum tabakasinda ve kompakt
kemigin i¢indeki Walkman kanallarinda kuvvetli Bax ekspresyonu tespit edildi (Resim
C2).

Isik mikroskopisi yardimiyla kontrol grubu, diisiik doz ve yiiksek doz amiodaron
verilerin farelerin epifiz ve diafiz ¢aplari, femur boylari, osteoblast ve osteoklast sayilari
hesaplandi. Epifiz ve diafiz ¢aplarinda, kontrol grubuna gore diisiik doz ve yiiksek doz
amiodaron uygulanan gruplarda azalma saptandi. Bu azalma yiliksek doz amiodaron
grubunda daha fazla idi. Istatistiksel olarak her grubun kendi aralarindaki
karsilastirilmarinda p degeri anlamli bulundu. Osteoklast sayilarinda, kontrol grubuna
diisiik doz ve yliksek doz amiodaron uygulanan gruplarda daha yiiksek idi. Bu artis
yiiksek doz uygulanan grupta daha belirgindi. Istatistiksel olarak her grubun kendi
aralarindaki karsilastirilmarinda p degeri anlamli bulundu. Osteoblast sayilari ve femur
boylar1 Olgiimleri acisindan her ii¢ grup arasinda Onemli fark bulunmamakta idi.
[statistiksel olarak her grubun kendi aralarindaki karsilastirilmasinda p degeri anlamli

bulunmadi.
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Resim 1: Femur epifiz plagi proliferasyon kikirdak bolgesi (1) ve Femur diafiz
kompakt kemik bolgesi (2) Kaspaz-3 immunohistokimya boyamasi. P:
Proliferasyon zonu, H: Hipertrofik zon, K: Kemiklesme zonu, »:
Kikirdak matriks, Ki: Kemik iligi, E: Endosteum, KK: Kompakt kemik,
-: Osteoblast, ®: Walkman kanallari, %: Immiin pozitif bazi kemik
matriks. Kontrol grubu (A), Diisiik amiodaron grubu (B), Yiiksek
amiodaron grubu (C), (X400).
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Resim 2: Femur epifiz plagi proliferasyon kikirdak bolgesi (1) ve Femur diafiz
kompakt kemik bolgesi (2) Kaspaz-9 immunohistokimya boyamasi. P:
Proliferasyon zonu, H: Hipertrofik zon, K: Kemiklesme zonu, »:
Kikirdak matriks, Ki: Kemik iligi, E: Endosteum, KK: Kompakt kemik,
-: Osteoblast, ®: Walkman kanallari, %: immiin pozitif kemik matriks
bolge. Kontrol grubu (A), Diisikk amiodaron grubu (B), Yiiksek
amiodaron grubu (C), (X400).
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Resim 3: Femur epifiz plagi proliferasyon kikirdak bolgesi (1) ve Femur diafiz
kompakt kemik bolgesi (2) P53 immunohistokimya boyamasi. P:
Proliferasyon zonu, H: Hipertrofik zon, K: Kemiklesme zonu, »:
Kikirdak matriks, Ki: Kemik iligi, E: Endosteum, KK: Kompakt kemik,
-: Osteoblast, ®: Walkman kanallari, %: Immiin pozitif baz1 kemik
matriks. Kontrol grubu (A), Diisiik amiodaron grubu (B), Yiiksek
amiodaron grubu (C), (X400).
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Resim 4: Femur epifiz plagi proliferasyon kikirdak bolgesi (1) ve Femur diafiz
kompakt kemik bdlgesi (2) Bax immunohistokimya boyamasi. P:
Proliferasyon zonu, H: Hipertrofik zon, K: Kemiklesme zonu, »:
Kikirdak matriks, Ki: Kemik iligi, E: Endosteum, KK: Kompakt kemik,
-: Osteoblast, ®: Walkman kanallari, %: Immiin pozitif baz1 kemik
matriks. Kontrol grubu (A), Diisiik amiodaron grubu (B), Yiiksek
amiodaron grubu (C), (X400).
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Resim 5: Kontrol grubu osteoblastlar (A), osteoklastlar (B1,B2), -:
Osteoblast, ®: Osteoklast. Hematoksilen&Eozin boyasi.
(A,B1) X400, (B2) X1000.

40



Resim 6: Diisiik doz grubu osteoblastlar (A), osteoklastlar (B1,B2) —:
Osteoblast, =: Osteoklast. Hematoksilen&Eozin boyasi.
(A,B1) X400, (B2) X1000
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Resim 7: Yiiksek doz grubu osteoblastlar (A), osteoklastlar (B1,B2)
- Osteoblast, ®: Osteoklast. Hematoksilen&Eozin boyasi.
(A,B1) X400, (B2) X1000
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Tablo 3. Gruplarda Immunohistokimyasal Boyanma Bulgulari-1

Kontrol Diisiik Doz Grubu  Yiiksek Doz Grubu  p

Grubu
Kaspaz-3(epifiz) 58,43 +3,99 69,71 £ 4,23 284,00 + 8,64 0,000
Kaspaz-3 (diafiz) 57,29 +4,57 122,57 £ 6,34 244,00 + 8,64 0,000
Kaspaz-9 (epifiz) 58,86 + 6,23 181,71 £ 13,94 305,71 + 10,54 0,000
Kaspaz-9 (diafiz) 56,86 +4,14 152,14 + 8,07 256,00 + 8,64 0,000
p53 (epifiz) 64,00 432 8729 +8,97 218,29 + 11,28 0,000
p53 (diafiz) 60,29 +4.82 102,00 + 6,48 208,00 + 8,64 0,000
Bax (epifiz) 60,00 £ 4,32 120,86 + 7,49 166,29 + 10,54 0,000
Bax (diafiz) 55,14+527 81,71 +7,34 172,00 + 8,64 0,000

Tablo 4. Gruplarda Immunohistokimyasal Boyanma Bulgular1-2

Kontrol Grubu Diisiik Doz Grubu Yiiksek Doz Grubu p

Epifiz ¢ap1 45,09 + 1,65 36,21 £ 1,61 30,55+ 1,10 0,000
Diafiz gap1 21,16 £ 0,36 19,47 £ 0,38 15,80+ 1,14 0,000
Femur boyu 118,78 £ 1,28 118,11+ 1,50 118,42 + 1,08 0,630
Osteoblast sayis1 29,43 + 1,51 29,57 + 3,95 27,71 +£ 1,38 0,344
Osteoklast sayist1 1,43 +£0,53 3,43 +£0,97 7,71 £0,75 0,000

Kontrol grubu ile diger gruplar arasinda yapilan ikili karsilagtirmalar sonucu,
kontrol grubuna gore kaspaz-3, kaspaz-9, p53, Bax sayisi diizeyleri, diger gruplarda
istatiksel olarak anlamli ytliksek saptandi (p= 0,000). Yiiksek doz grubu ile diisiik doz
grubu karsilastirildiginda da yliksek doz grubunda biitiin immunohistokimyasal boyama

diizeyleri istatiksel olarak anlamli yiiksek bulundu (p= 0,000).
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5. TARTISMA

Amiodaron giiglii bir antiaritmik ajan olup, diger antiaritmik ilaglarla kontrol altina
alimamayan ventrikiiler ve supraventrikiiler tasikardi tedavisinde kullanilir (1). Genis yan

etki profili, amiodaronun klinikte kullanimini sinirlandiran en 6nemli faktordiir.

Yiiksek iyot icerigi nedeniyle yapisal olarak tiroid hormonuna benzemektedir. Bu
Ozelligi nedeniyle basta tiroid dokusu olmak iizere bircok organ ve sistem iizerine yan
etkisi bulunmaktadir (2). Amiodaron kullanimu ile tiroid fonksiyon bozukluklari, ciltte
pigmentasyon, fotosensitivite, periferik noropati, optik noropati, ataksi, hepatit, pulmoner
fibrozis, pansitopeni gibi bir ¢ok sistemi ilgilendiren genis yan etkiler goriilebilmektedir.
Dokularda depolanma 6zelligi nedeniyle viicuttan atilimi uzamakta ve ilag kesildikten uzun
siire sonra da etkisi devam etmektedir. Uzun siire kullanimin1 gerektiren endikasyonlarda,
dokularda yiiksek konsantrasyonlarda depolanmasi nedeniyle yan etkilerin goriilme
olasiligi daha da artmaktadir.

Hayvan ve insan ¢aligmalarinda, tiroid fonksiyonlari, periferik sinir dokulari, kalp,
karaciger, akciger ve goz fonksiyonlari {izerine amiodaronun histopatolojik etkilerini
arastiran bir¢ok c¢alisma bulunmaktadir (3). Ancak amiodaronun gelismekte olan kemik
dokusu tizerine etkilerini arastiran histopatolojik ¢alismalar oldukca sinirli sayidadir. Bu
caligmamizda amiodaronun farelerde gelismekte olan kemik dokusu {izerine olan

histopatolojik ve apopitotik etkilerini aragtirdik.

Calismamizda amiodaronun gelismekte olan kemik dokusu iizerine olan
histopatolojik etkileri; femur boyu, epifiz ve diafiz ¢aplari, osteoblast ve osteoklast sayilari
ile degerlendirildi. Amiodaron verilen farelerde, kontrol grubuna gore femur epifiz ve
diafiz ¢aplarinda azalma saptandi. Osteoklast sayilart kontrol grubuna gére amiodaron alan
farelerde daha yiiksek bulundu. Bu artis yiiksek doz ilag¢ verilen farelerde daha belirgin
olup istatistiksel olarak da anlamli idi. Osteoblast sayilarinda ise yiiksek doz ilag verilen

grupta istatistiksel olarak anlamli olmayan bir azalma saptandi.

Calismamizda ayrica kaspaz-3, kaspaz-9, p53 ve Bax yontemleri ile amiodaronun
sican kemik dokusu iizerine olan apopitotik etkisi arastirildi. ilag alan farelerde kontrol

grubuna gore kaspaz-3, kaspaz-9, p53 ve Bax sayilari yiiksek bulundu. Bu artis yiiksek doz



amiodaron alan grupta daha belirgin olup istatistiksel olarak anlamli idi. Kaspaz-3, kaspaz-
9, p53 ve Bax immun boyamasinda, ilag alan gruplarda kemigin hem diafiz hem de epifiz
bolgelerinde daha belirgin immun reaksiyon izlendi. Immun reaksiyon, yiiksek doz

amiodaron alan gruplarda daha kuvvetli izlendi.

Amiodaronun ¢esitli dokular lizerinde yapilan histopatolojik incelemelerinde, hiicre
sayilarinda ve morfolojilerinde degisiklik yaptigi gosterilmistir. Saber Abdelruhman ve
arkadaglar1 (78) amiodaronun fare testis dokusu lizerine olan histopatolojik ve sitogenetik
etkilerini incelemislerdir. Calismalarinda amiodaron kullanimi ile fare testis dokusunda
hem yapisal hem de sayisal bozukluklar tespit edilmistir. Amiodaron kullanimi ile fare
testisinde olusan baglica yapisal bozukluklar; kromatid delesyonlari, kromozomlarda
sentromerik yapilarda azalma, kromozomal filizyonlar, kromatid gapleri ve kromatid
kiriklar1 olarak rapor edilmistir. Sayisal anormallikler olarak ise; monozomi, trizomi,
tetrazomi ve poliploidi rapor edilmistir. Amiodaron kullanan farelerde kontrol grubuna
gore mitotik indekslerde azalma saptanmistir. Ayni calismada, spermatogenik hiicrelerde
azalmanin yani sira interstisiyel dokuda da dejenerasyon saptanmistir. Kontrol grubu
fareler ile karsilastirildiginda amiodaron kullanimi ile; seminifer tiibullerde atrofi ve tiibul
caplarinda azalma ve germ hiicre sayisinda azalma saptanmistir. Amiodaron verilen grupta
spermatogenik hiicrelerde azalma, sperm bas anomalilerinde artma ve seminifer tiibiil
capinda azalma saptamiglardir. Arastirmacilar tarafindan; amiodarona bagli olusan
toksisitenin muhtemel mekanizmasinin direkt ve indirekt sitotoksisite oldugu ileri
stirlilmiistiir. Amiodaron kullanimi ile mitokondriyal hidrojen peroksit sentezi artmakta ve
buna bagli olarak kardiyolipin peroksidasyonu indiiklenmektedir. Yine ilaca bagl
mitokondriyal Kompleks-I aktivasyonu inhibe olmakta ve oksidatif fosforilasyon
azalmakta, bu da hiicresel AT igeriginde azalmaya neden olmaktadir. Bizim ¢alismamizda
molekiiler diizeyde incelemeler yapilmamakla birlikte hiicresel diizeydeki bulgular bu
calisma ile benzerlik gostermektedir. Bu ¢alismadaki spermatogenik hiicre ve germ hiicre
sayllarinda azalma, seminifer tiibullerde atrofi ve tiibiil capinda azalmaya benzer olarak
bizim calismamizda da; osteoblastlarda azalma, femur metafiz ve epifiz ¢aplarinda azalma
saptadik. Osteoblast sayisindaki azalmada amiodaronun direkt sitotoksik etkisinin énemli
olabilecegi diistiniilebilir. Calismamizdaki osteoklast sayisindaki artma da; ilaca bagl
sitotoksisite nedeniyle hasara ugramis hiicrelerin aktive osteoklaslar tarafindan ortadan

kaldirilmas: amaciyla sayica artmalarina bagli olabilir. Ayni calismada arastirmacilar;
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amiodaron kullanimi ile olusacak oksidatif hasarin azaltilmasinda antioksidanlarin
kullanilabilecegini giindeme getirmislerdir. Antioksidan kullanimi ile DNA hasarinin
azalacagi ve boylelikle amiodaron kullanimi ile olusacak sitotoksik etkilerin

azaltilabilecegi ileri siiriilmiustiir.

Rejnmark L ve arkadagslar1 (55) ileriye doniik ve kontrollii bir klinik calismada,
Danimarka’da atriyal fibrilasyon nedeniyle izlenen biitiin erigskin hastalarda, amiodaron
kullaniminin  kirik olusumuna etkisini arastirmislardir. Ulusal diizeyde yapilan bu
calismada, atriyal fibrilasyon bulunmasi ve tedavi amaciyla amiodaron kullaniminin, 65
yas lizeri hastalarda kemik kirigi riskini belirgin olarak arttirdigi rapor edilmistir. Buna
karsin atriyal fibrilasyonlu hastalarda tedavi amaciyla digoksin kullanimin, amiodaron
kullanimina gore kirik riskini azalttigi gosterilmistir. Bizim c¢alismamizda saptadigimiz
osteoblastlarda azalma, femur metafiz ve epifiz ¢aplarinda azalma ile birlikte
degerlendirildiginde, amiodaron kullanimina bagli olusabilecek osteopeninin bahsedilen
calismadaki kemik kiriklarinda hazirlayici faktor olabilecegi diisiiniilebilir. Ancak atriyal
fibrilasyonlu ileri yas hastalarinda, kirik olusumunda ilag etkisine ek olarak birtakim diger
faktorler de etkili olabilir. Arastirmacilar; atriyal fibrilasyon nedeniyle artmis
serebrovaskiiler olay, hemipleji ve bunlara bagh diismeler dislandiginda da amiodaron
kullaniminin  kemik kiriklarinin  olugsmasinda bagimsiz bir risk faktorii oldugunu
gostermislerdir. Amiodaron kullanimi ile kirik sikliginin artmasinda, ilacin kimyasal
yapisinin tiroid hormonlari ile benzerlik gdstermesi ve tiroid fonksiyonlarin etkilemesinin
onemli olabilecegi belirtilmistir. Ayn1 ¢aligmada, fotosensistivite yan etkisi nedeniyle
amiodaron kullanan hastalara, gilines 1s1§ina maruziyetin azaltilmasi Onerisinin de, D
vitamini dilizeyinde azalmaya neden olarak kirik olusumundaki artisa katkida

bulunabilecegi tartigilmistir.

Yaygin olarak kullanilan diger bir kisim ilaglarinda kemik dokusu iizerine olan
etkileri ayrintili olarak arastirilmistir. Heparin kullaniminin hastalarda ve deneysel hayvan
modellerinde kemik dansitesinde azalmaya neden oldugu bilinmekle birlikte, ilaca bagh
kemik dokusu kaybina neden olan mekanizmalar son yillara kadar ortaya konulmamastir.
Bizim ¢aligmamiza benzer olarak, Jeffrey MM ve arkadaslar1 (79) standart doz heparinin
kemik dokusu lizerine olan histomorfometrik etkilerini deneysel fare modellerinde ayrintili
olarak incelemislerdir. Calismalarinda; ila¢ dozu ve kullanim siiresi ile orantili olarak,

femur epifiz biiyiime plaklarinda trabekiiler kemik hacimlerinde azalma saptanmislardir.
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Histolojik incelemeler, heparin kullanimima bagli kemikteki hacim kaybinin, bizim
calismamizda oldugu gibi osteoblastik aktivitedeki azalmayla birlikte osteoklastik
aktivitedeki artmaya da bagli oldugu gosterilmistir. Calismada, amiodaron kullanan
farelerde osteoblast yiizeylerinde kontrol grubuna gore %37, osteoid dokuda ise %75
azalma saptanirken, osteoklastik ylizeylerde %43 artis saptanmigtir. Arastirmacilar ayrica,
osteoblastik ve osteoklastik aktiviteleri; biyokimyasal olarak, kemik yapim belirteci olan
alkalen fosfataz ve kemik yikim belirtegi olan piridinolin ¢apraz bagl tip I kolagenin idrar
diizeyi ile seri olarak takip etmislerdir. Bakilan kemik yapim ve yikim belirtegi
diizeylerinde, ilag dozu ile orantili, osteoblastik ve osteoklastik aktivitedeki artist
destekleyecek sekilde artislar saptamislardir. Bu calismaya benzer olarak bizim
calismamizda da, kemik yapim ve yikim belirteglerinin c¢alisilmasi, ¢aligmanin degerini
artiracakti. Calismamizda, deneysel hayvan modellerinde amiodaron kullanimi ile kemik
dokusu tizerinde heparine benzer histomorfometrik bulgular saptanmistir. Tartisilan
deneysel calismaya benzer olarak, amiodaron kullanan hastalarda, ilacin kemik iizerine
olan etkilerini degerlendirmek amaciyla, kemik yapim ve yikim belirteclerinin takip

edilmesi yararli olacaktir.

Amiodaronun ¢esitli dokular {izerinde yapilan c¢aligmalarinda apopitotik
degisiklikliklere yol agtig1 gosterilmistir. Kagan ve arkadaslart (80) amiodaronun sigan
testis dokusu tizerine etkilerini morfolojik agidan incelemislerdir. Calismalarinda kaspaz-3,
kaspaz-9, p53 ve Bax yontemleri ile amiodaronun sigan testis dokusu iizerine olan
apopitotik etkisini arastirmislardir. Ilag alan farelerde kontrol grubuna gore kaspaz-3,
kaspaz-9, p53 ve Bax sayilar yiiksek bulunmustur. Bu artis yiiksek doz amiodaron alan
grupta daha belirgin olup istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Kagan ve arkadaslari
ayrica amiodaronun testis dokusu {izerine olan histopatolojik etkilerini de incelemislerdir.
Caligmalarinda histolojik degerlendirmede saptanan en belirgin bulgu, amiodaron verilen
sicanlarda seminifer tubul liimenlerinde doz ile artan yogunlukta inflamatuar hiicrelerin
bulunmasiydi. Yine yiiksek doz grubunda daha belirgin olmak iizere, amiodaron verilen
sicanlarda spermatogonyum hiicrelerinde sisme ve hiicre sitoplazmasinda vakuolizasyon
gozlemislerdir. Calismamizda ise hem diisiik dozda hem de yiiksek dozda amiodaron alan
siganlarin kemik dokularmin, Bax, p53, kaspaz-3 ve kaspaz-9 ile immun histokimyasal
olarak incelendiginde yliksek oranlarda yogun apopitotik hiicre diizeyine sahip oldugunu

saptadik. Ayrica ¢aligmamizda Kagan ve arkadaglariin yaptigi ¢alismaya benzer sekilde
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gelismekte olan sigan kemik dokusunda immun histokimyasal boyama sonucu elde edilen
kaspaz-3, kaspaz-9, p53, Bax sayisi amiodaron grubunda daha yiiksekti. Bu artis yiiksek
doz amiodaron alan grupta daha belirgindi. Her ii¢ grubun kaspaz-3, kaspaz-9, p53, Bax

diizeylerinin ikili karsilastirilmasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur.

Choi ve arkadaslarinin (81) ¢alismasinda, L-132 insan akciger epitelyal hiicre
serilerinde, immun histokimyasal 6l¢iim ve enzim aktivitesi tespit yontemleri kullanilarak,
amiodaronun apopitotik etkileri ortaya konulmustur. Bu galismada kaspaz-3 enzim
aktivitesi, hiicre i¢ci DNA fragmanlariin tayini degerlendirmede yer alan parametre idi. Bu
sonuglara gore amiodaron, apopitozisi muhtemelen Bax bagimli olarak intrensek yolagin
etkinlesmesi ve bu yolak iizerinden kaspaz-3 aktivasyonunu gerceklestirerek uyarmaktadir.
Calismamizda hem diisiik dozda hem de yiliksek dozda amiodaron alan siganlarin kemik
dokularinin, Bax, p53, kaspaz-3 ve Kkaspaz-9 ile immun histokimyasal olarak
incelendiginde yiiksek oranlarda yogun apopitotik hiicre diizeyine sahip oldugunu saptadik.
Calismanin aritmi problemi ve kronik hastalik modeli olusturulmadan saglikli siganlar
tizerinde yapilmis olmasi, amiodaronun dogrudan kemikler {izerine etkilerini ortaya
koydugunu diisiiniiyoruz. Deneysel ve klinik ¢alisma sonuglarinin birlikte yorumlanmasi,
mekanizmalarin anlasgilmasina katki saglayacak, muhtemel yan etkilerin yakin takip

edilmesi ve miimkiin olanlarin 6nlenmesi i¢in imkan saglayacaktir.

Takahisa ve arkadaslar1 (82) sican akciger epitelyal hiicre A549 Kkiiltiirlerinde
amiodaronun histopatolojik ve apopitotik etkilerini arastirmiglardir. Caligmalarinda
amiodaronun mitokondriyal membran depolarizasyonu, ATP’de azalma, gelistirilmis
propidyum iyodiir aliminda artma ve Annexin V-pozitif hiicrelerin sayisinda artma
yaptigin1 saptamiglardir. Hiicre hasarinin tespit edildigi ¢alismada apoptoza kaspaz - 2 , 3
ve 8 aktivasyonu egslik ettigini izlemislerdir. Ancak kaspaz-9’da  degisiklik
saptamamiglardir. Bu aktivasyon Kkaspaz inhibitorleri ile tersine donmiistiir. Bununla
birlikte, kaspaz inhibitorlerinin, A549 hiicrelerinin amiodarona maruz kaldiktan sonra
mitokondriyal membran potansiyeli ya da propidyum iyodiir alimi {izerinde bir etkisi
izlenmemis. Aksine L-karnitin ve asetil-L-karnitin gibi mitokondrial kofaktorler,
mitokondrial depolarizasyonu zayiflatmaktadir, ATP tiikketimini ve Anneksin-V pozitif
hiicreleri etkilemeden propidyum iyodiir alimimi engellemektedir. Bu bulgular amiodarona
maruz kalan pulmoner epitel hiicrelerinde apoptoz ve nekroz gelistigini gostermektedir.

Calismamizda da amiodaronun gelismekte olan sigan kemik dokusu iizerindeki apopitotik
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etkileri incelendi. Kaspaz-3, kaspaz -9 immun boyamasinda amiodaron verilen siganlarda
kontrol grubuna gore zayiftan kuvvetliye dogru artan immun reaksiyon izlendi. Bu immun
reaksiyon yiiksek doz amiodaron alan grupta daha kuvvetli izlendi. Sonug¢ olarak,

amiodaronun kemik dokusunda apopitozise yol agtigini diistinmekteyiz.

P53, apoptozu uyaran bir proteindir. Akinori ve arkadaslar1 (83) p53
sinyalizasyonunun hiicre siklusunda 6nemli modulator oldugu ve kemik iligi hiicrelerinde
apoptozise yol ac¢tig1 diisiincesinden yola ¢ikarak trabekiiler kemik voliimiinde azalmaya
neden oldugu hipotezini irdelemislerdir. Farelerin tibia kemik iligi alinarak
histomorfometrik parametreler analiz edilmis. Trabekiiler yapi, olusum ve resorpsiyonu
acisindan p53 +/+ ve p53 -/- gruplari arasinda anlamli fark bulunmamis. Trabekiiler kemik
voliimii ve kemik olusum hiz1 p53 +/+ farelerde azalma saptanmis. Ancak p53-/- farelerde
trabekiiler kemik voliimiinde ve kemik olusum hizinda anlamli degisiklik izlenmemis.
Trabekiiler osteoklast sayis1 ve yiizeyinde p53 +/+ farelerde anlamli bir artis gézlenmis
ancak diger gruplarla karsilagtirilmasinda anlamli bir degisiklik izlenmemis. Calismamizda
p53 immun boyamasinda , artan ilag dozuyla beraber hem epifiz de hem de diafiz
bolgesinde immun reaksiyonda artis izlendi. Ayrica immun histokimyasal boyama sonucu
hesaplanan p53 sayisinda, artan ilag dozuyla birlikte artis goriilmesi trabekiiler kemik
voliimii ve kemik olusum hizinda azalmayi diisiindiirmektedir. Bu bulgular amiodaronun
gelismekte olan sigan kemik dokusunda apoptozise neden oldugunu gostermektedir.
Osteoklast sayisinin artan ilag dozuyla birlikte giderek artmasi ve gruplar arasindaki
osteoklast sayisinin istatistiksel olarak anlamli bulunmasi amiodaronun osteopenik ve

osteoporotik etkisini destekler niteliktedir.

Wang ve arkadaslar1 (88) p53’ {in kemigin remodelingi {izerine detayli bir ¢alisma
yapmuglardir. P53-/- fareler, osteosklerotik fenotipli kontrol grubuyla karsilagtirilmasinda
kemik mineral yogunlugu ve kemik voliimiinde hafif bir artig izlemislerdir. P53-/- farelerde
trabekiiler kemik sayisinda % 29 ve trabekiiler kemik voliimiinde % 40 artis izlenmistir. Bu
bulgular1 x-ray absorpsiometri ve histomorfometri ile desteklemislerdir. Kortikal kemik
volimiinde ise hafif bir artis izlenmistir. P53-/- farelerde osteoblast yiizeyinde artma ve
osteoblast sayisinin kemik ylizeyine oraninda artma izlenmistir. Bu bulgular 1s18inda
p53’iin osteoblast farklilagmasinda ve osteoblast fonksiyonunda negatif etki gosterdigi
sonucuna varmiglardir. P53-/- farelerde artmis kemik kitlesinin sebebi olan hiicresel

mekanizmalar aragtirilmig. Kemik iliginde, kontrol grubu farelerde benzer sayida
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osteoprogenitor hiicre igerip icermedigine bakilmis. ALP, CFU( colony forming unit) ve
total CFU sayist p53-/- ve kontrol grubu ile benzerdi. Bu da mezensimal hiicrelerin
osteoblastlara doniisiimiinde rol almadigini diisiindiirmiis. Osteoblastlarin farklilasmasinda
p53’in negatif regiilasyonunu degerlendirmek igin p53-/- farelerin kalvarialden primer
osteoblastlar temin edilmis. P53-/- farelerin osteoblastlarin daha ¢ok ALP eksprese ettigi
belirlenmis. Bu, p53-/- farelerin kemik iliginde artmis osteoblast diferansiyasyonunu
gostermektedir. P53’tn  kemigin  yenilenmesindeki diizenleyici mekanizmalari
arastirtlmistir. P53 -/- farelerde osteoblast farklilasmasinda ve osteoblast sayisinda artigin
kemik olusumunda artisa neden oldugu gosterilmistir. P53, osteoblastogenezisin yanisira
osteoklastogenezisde de 6nemli rol oynamaktadir. P53 -/- farelerde osteoklast sayisinda
artma ve buna bagli kemik yikiminda artma oldugu gdsterilmistir. Calismamizda
amiodaron verilen grupta p53 sayisinin artiginin istatistiksel olarak anlamli olmas1 kemik
dokusundaki apoptozisi destekler niteliktedir. Ayrica p53’lin osteoklast ve osteoblast
olusumunda rol almasi, amiodaronun kemik remodeling iizerine etkilerinin oldugunu

diistindiirmektedir.

Bax apoptozu uyaran, Bcl-2 ise apoptozu inhibe eden bir proteindir. Olivier ve
arkadaslar1 (89) farelerde yaptigi bir ¢alismada ulnanin diafiz bolgesinde mikro hasar
yaparak Bax proteininin kemik dokusu iizerine etkisini arastirmiglardir. Kemikte mikro
hasar yapilarak 6 saat sonra osteositlerde Bax ve Bcl-2 saptamiglardir. Mikrohasar yapilan
bolgede yogun TUNNEL (+) boyanan, total hiicrelerin % 25’ini igeren osteositler tespit
edilmis. TUNNEL (+) osteositlerin sayisinin, mikrohasar yapilan bolgeden uzaklastikca
azaldig1 gézlemlenmis. Bu ¢alismada, Bax ekspresyonu mikrohasar yapilan bolgede yogun
olarak izlenmis ve mikro hasar bolgesinden uzaklastikca Bax ekspresyonun hizlica azaldigi
gozlemlenmis. Total hiicrelerin % 41’inde Bax eksprese edildigi gosterilmistir. Mikrohasar
bolgesinde Bax proteini ekspresse eden osteositlerin sayisi, TUNNEL (+) osteositlerin
sayisindan % 70 daha yiiksek bulunmus. Propaoptotik sinyaller mikro hasara yakin
bolgelerde daha yogun iken, antiapoptoik sinyaller mikro hasar bolgesine daha uzak
bolgelerde artig gostermektedir. Bax piki ve TUNNEL boyamadaki osteositler, mikro hasar
yapilan yerde yani kemik yikiminin oldugu bélgede gozlemislerdir. Calismamizda, Bax
sayisinin kontrol grubuna gore amiodaron verilen farelerde arttigi saptandi. Bu artig
yiiksek doz amiodaron alanlarda daha belirgin idi. Bax sayisindaki artis, amiodaronun

osteositleri de etkileyerek kemik dokusunda histopatolojik degisiklikler yaptigini
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diistindiirmektedir. Ayrica amiodaronun kemiklerde apoptozise yol actigin1 gostermektedir.

Normal bir kemik dokuda yasam boyunca kemik yikimi ve yapimi bir denge
halindedir ve yapim yikimi karsilayamazsa veya denge yikim lehine bozulursa kemik
dokuda kayip ortaya c¢ikmaktadir. Bu islem sirasinda osteoblastlar kemik yapimini,
osteoklastlar ise kemik yikimindan sorumludurlar. Cesitli sitokinler, biiyiime faktorleri de
osteoklast ve osteoblastlara etki ederek bu dengeyi saglamaya g¢alisir. Timor nekrozis
faktor (TNF) siiper ailesi ve TNF tiyelerine ait bazi peptidler de kemigin yapilanmasinda
rol oynar. Bu peptidler osteoblastlar tarafindan sentez edilirler ve osteoprotogerin
(OPG)/osteoklastojenezis inhibitor faktor (OIF) ve osteoprotogerin-ligand (OPGL,
RANKL)/osteoklast farklilasma faktorleridir. Bu peptitler g¢esitli hormon ve sitokinlerin
etkisi altinda osteoklast prekiirsorleri tizerinde bulunan niikleer faktor kappa B aktivasyon
(RANK) reseptorii lizerinden etki yaparak osteoklast farklilasmasini etkilerler. Bu durum
kemik formasyonu ve yikiminin bir denge halinde islev gérmesini saglamaktadir. Bir bagka
deyisle OPG, osteoklastojenezisi inhibe ederken, OPGL (RANKL) stimiile etmektedir.
Dengenin OPGL lehine bozulmasi osteoklastlar iizerinden kemik yikiminin artmasina
neden olmaktadir (86). Calismamizda osteoblast sayisindaki azalma diisiik doz ve yiiksek
doz amiodaron verilen gruplarda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
bulunmazken, osteoklast sayilarindaki artis diisik doz ve yiikksek doz amiodaron verilen
gruplarda kontrol grubuna gore daha yiiksek bulundu. Bu artis yiiksek doz doz amiodaron
verilen grupta daha belirgin idi. Bu bulgular neticesinde kemik yapim ve yikim arasindaki
dengenin osteoklastlar lehine bozuldugu goriilmektedir. Sonugta amiodaron kemik

yikiminda artisa neden olarak osteopenik veya osteoporotik etki gostermektedir.

Spadaro ve arkadaslarinin (87) {i¢ haftalik ratlarin sol dizlerinin kontrol olarak
kullanildig1 bir ¢alismasinda, sag diz bolgesine 3 ya da tek fraksiyonda toplam 25 Gy
radyoterapi uygulamasi ile 3 radyoprotektor ajanin etkisine bakilmistir. Fraksiyone
radyoterapi oncesi bir gruba sadece amifostin, bir gruba amifostin ile birlikte pentoksifilin,
bir gruba amifostin ile birlikte misoprostol, bir gruba sadece pentoksifilin ve bir gruba da
sadece misoprostol uygulanmistir. Radyoprotektorsiiz tek fraksiyon 25 Gy radyoterapi,
ortalama %?24.4 orani ile en ileri tibia boy kisaligina neden olmustur. Fraksiyonasyon ise
bu kisaligt %18.8’e azaltmistir. Tek fraksiyona nazaran aymi radyoterapi dozunun 3
fraksiyonda verilmesinin getirdigi avantajin Otesinde, radyoprotektorlerin tek ya da

kombine kullanimi ile ortalama femur boy kisalma orani anlamli olarak azalmistir.
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Radyoterapi sonrast goriilen en uzun femur boyu, normale gore %11 biiyiime geriligi ile
fraksiyone radyoterapi ve amifostin ile kombine edilen misoprostol kolunda bulunmustur.
Calismamizda, femur boyu ag¢isindan kontrol grubu, diisiik doz amiodaron ve yiiksek doz

amiodaron grubu karsilastirildi. Ancak istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi.

Hak ve arkadaglari (88) dalteparin kullandiklar1 kirik iyilesmesi galismasinda,
ratlarda stabil femur kiriklart olusturmuslar ve iki hafta siireyle enjeksiyon yapilan
hayvanlarin 2, 3 ve 6. haftalardaki radyolojik, histolojik ve mekanik incelemelerini
karsilastirmislardir. Kontrol grubuyla karsilastirdiklarinda deltaparin kullanilan grupta
kirik iyilesmesi agisindan anlamli bir fark tespit edememislerdir. Amiodaronun kemik
lizerine olan etkilerinin arastirilmasinda, kemikte kirik formasyonu olusturarak kemik

iyilesmesi siirecine etkilerinin incelenmesi konuya yardimei olacaktir.

Calismamizda TUNNEL yontemi ile kemik hiicrelerindeki histopatolojik
degisikliklerin incelenmesi de hedeflenmisti. Ancak kemiklerden alinan kesitlerin boya

tutmamast lizerine inceleme yapilamadi.

Cocukluk ¢aginda bir¢ok hormonun etkisi altinda hizli biiylimenin, kilo aliminin,
iskelet sistemi, genital sistemin ve seksiiel fonksiyonlarin gelisimi gz oniine alindiginda
ilaglara bagli olusan istenmeyen etkiler daha da 6nem tasimaktadir. Amiodaron yenidogan
hastalarda dahil ¢ocukluk ¢ag1 ve eriskin déonemde uzun siire kullanilabilen bir ilagtir (2).
Bu hastalarda  amiodaronun kemik dokusu {izerine olan etkileri bilinmemektedir.
Cocuklarda ve yetiskinlerde, amiodaronun kemik dokusu iizerine etkilerinin arastirilmasi,

ilacin yan etki profilinin bilinmesine olanak saglayacaktir.

Sonug olarak, bu ¢alismada amiodaron kullanimi ile gelismekte olan sigan kemik
dokusundaki histopatolojik degisiklikler ve apopitotik etkiler saptanmustir. ilacin kullanim
stiresinin ve dozunun artmasiyla kemik dokusu tizerindeki etkileri daha ¢ok artmaktadir.
Amiodaronun dokularda depolanmasi ve yari dmriiniin uzun olmasi nedeniyle uzun siire
kullanimin gerektirecek endikasyonlarda diger sistemlerin yaninda kemik dokusunun da
yakindan izlenmesi gerekmektedir. Calismamizda amiodaronun gelismekte olan sigan
kemik dokusu ftizerindeki histopatolojik ve apopitotik degisiklikler neticesinde ilacin
osteopenik ve osteoporotik etkisi oldugu saptandi. Amiodaronun kemik dokusu iizerine
olan etkilerinin incelenmesinde kemik yapim ve yikim belirteglerinin bakilmasi, DEXA
gibi goriintiileme yontemleri ile desteklenmesi ve kirik formasyonu olusturularak kemik

lyilesmesi siirecine etkisinin arastirilmasi konuya katki saglayacaktir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda amiodaronun dozla iligkili olarak, kemik dokusu gelisimi tizerine
osteoporotik etkisi oldugu ve apopitotik degisikliklere yol agtig1 histopatolojik yontemlerle
gosterilmistir. Doza bagimli olarak artan osteoporotik etkinin ileride yasam kalitesini
onemli 6lgiide etkileyecek sonuglar dogurabilecegi goz Oniine alinarak tedavilerin dikkatli
planlanmas: gerekmektedir. Bu nedenle amiodaron kullanan hastalar kisa ve uzun
donemde hem klinik agidan hem de laboratuvar testleri ile yakindan izlenmeli ve
klinisyenler muhtemel riskler agisindan dikkatli olmalidir. Aritmisi olan hastalarda
hastaligin kendisinin ve kullanilan antiaritmik ilaglarin kemik dokusu ve metabolizmasinin
izerine etki mekanizmalarin tam olarak anlasilmasi i¢in daha fazla sayida arastirmalarin

yapilmasina ihtiyag vardir.

Ayrica, amiodaron kullanan hastalarda ilacin kemik dokusu ve metabolizmasi
tizerine olan etkilerinin hormonal tetkikler, biyokimyasal parametreler ve DEXA gibi

goriintlileme yontemleri ile arastirilmasi konuya katki saglayacaktir.



7. OZET

AMIODARONUN SICAN KEMIK DOKUSU UZERINE MORFOLOJIK
ETKILERININ INCELENMESI

Amiodaron, diger antiaritmik ajanlara direngli ¢esitli tasiaritmilerin tedavisinde
yaygin olarak kullanilan gii¢lii antiaritmik bir ilagtir. Yan etkilerinin sik goriilmesi tedavide
kullanimini simirlayan en 6nemli nedenlerden biridir. Amiodaronun, kemik dokusu iizerine
kisith sayida calisma olmasi nedeniyle, calismamizda, amiodaronun siganlarda gelismekte

olan kemik dokusu iizerine morfolojik etkilerinin degerlendirilmesi amaglanmustir.

Calismada, 21 erkek Spraque Dawney cinsi pubertal sican kullanildi. Siganlar, her
grupta yedi sican olacak sekilde rastgele li¢ gruba ayrildi. Kontrol grubundaki siganlara
icme suyu, diisiik doz grubundakilere 20 mg/kg/g ve yliksek doz grubundaki sicanlara ise
200 mg/kg/g amiodaron oral yolla iki dozda verildi. Siganlar 14 giin sonra sakrifiye edildi
ve sol femur dokular1 alindi. Kemik dokusunun immunohistokimyasal incelenmesinde
femur boyu, epifiz ve diafiz cap1 ayrica osteoblast ve osteoklast sayilar1 hesaplanmistir.

Indirekt immunohistokimyasal boyama ydntemi apopitozisi belirlemek i¢in kullanildi.

Amiodaron verilen si¢canlarda, kontrol grubuna gore femur epifiz ve diafiz
caplarinda azalma saptandi. Osteoklast sayilari kontrol grubuna goére amiodaron alan
farelerde daha yiiksek bulundu. Bu artis yiiksek doz ilag¢ verilen sicanlarda daha belirgin
olup istatistiksel olarak da anlamli idi. Osteoblast sayilarinda ise yiiksek doz ila¢ verilen
grupta istatistiksel olarak anlamli olmayan bir azalma saptandi. Kaspaz-3, kaspaz-9, p53 ve
Bax yontemleri ile amiodaronun sigan kemik dokusu iizerine olan apopitotik etkisi
arastirildi. Ilag alan sicanlarda kontrol grubuna gore kaspaz-3, kaspaz-9, p53 ve Bax
sayilar1 yiiksek bulundu. Bu artis yiiksek doz amiodaron alan grupta daha belirgin olup

istatistiksel olarak anlaml: idi.

Bu calismada, amiodaron kullanimi ile sican kemik dokusu gelisimi iizerinde
histopatolojik degisiklikler ve apopitotik etkiler saptanmistir. Amiodaronun kemik dokusu
izerine olan etkilerinin incelenmesinde kemik yapim ve yikim parametrelerine bakilmasi

ve DEXA gibi goriintilleme yontemleri ile arastirilmasi konuya katki saglayacaktir.



8. SUMMARY

INVESTIGATION OF THE MORPHOLOGIC EFFECTS OF AMIODARON ON
RAT BONE TISSUE

Amiodaron is a strong antiarrythmic drug which is commonly used to treat various
tachyarryhtmias that are resistant to other antiarrythmic agents. Its frequent side effects are
among the most important reasons limiting its use in treatment. Given the limited number
of studies on the effects of amiodaron of bone tissue, we aimed to evaluate the

morphological effects of amiodaron on the developing bone tissue in rats.

In the present study, 21 male Spraque Dawney pubertal rats were used. Rats were
randomly divided into 3 groups (n=7). Control group received tap water, low dose
amiodaron group received 20 mg/kg of amiodaron per day, and high-dose amiodaron
group received 200 mg/kg of amiodaron per day. Amiodaron was administered orally. Rats
were sacrificed 14 days later, and left femoral tissues were removed. During
immunohistochemical examination of bone tissue, femoral length, diameter of epiphysis
diaphysis, and osteoblast and osteoclast counts were calculated. Indirect

immunohistochemical staining was used to detect apoptosis.

There was a reduction in femoral epiphysis and diaphysis diameters in the
amiodaron-treated rats compared to the control group. The number of osteoclasts was
higher in amiodaron-treated rats compared to the control group. This increase was more
prominent and statistically significant in rats which received high dose amiodaron.
Osteoblast count decreased in the high-dose amiodaron group, but this decrease was not
significant. Caspase 3, caspase 9, p53 and Bax methods were used to investigate the
apoptitic effect of amiodaron on the rat bone tissue. Caspase 3, caspase 9, p53 and Bax
levels were higher in amiodaron-treated rats compared to the control group. This increase
was more prominent and statistically significant in rats which received high dose

amiodaron.

In the present study, histopathological changes and apoptotic effects were detected
on rat bone tissue development. Analysis of bone formation and deformation parameters
and theuse of imaging modalities such as DEXA will contribute to our understanding of

amiodaron’s effect on bone tissue.
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