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1. GIRIS VE AMAC

Amiodaron giiglii bir antiaritmik ilag olup genellikle diger antiaritmik ilaglarla
kontrol altina alimamayan ventrikiiler ve supraventrikiiler tasikardilerin tedavisinde
kullanilir (1). Yan etki spektrumunun genis olmasi, klinikte kullanimini sinirlayan en
onemli etkendir. Kontrolii zor olan aritmilerin tedavisinde kullanilmasi1 nedeniyle tedaviye
genellikle uzun siire devam edilir (2). Yiksek iyot icerigi ve yapisal olarak tiroid
hormonlarina benzerligi sebebiyle basta tiroid olmak {izere bir¢ok organ ve sistem {izerine
istenmeyen etkiler olusturur (2). Amiodaron kullanan hastalarda ve hayvan ¢aligmalarinda,
ozellikle tiroit, periferik sinir dokusu, kalp, karaciger, akciger ve goz lizerine olan
histopatolojik etkileri kapsamli olarak arastirilmistir (3). Amiodaronun iireme sistemi
tizerine olan etkileri sinirli sayidaki klinik ve deneysel ¢aligmalarda incelenmistir (2, 3).

Bu ¢alismada amiodaronun sigan testisi lizerine morfolojik etkilerinin incelenmesi
amaglanmistir. Bu sayede ilacin testis {izerine dolayisiyla iireme ve endokrin sistemdeki

etkilerinin bilinmesine olanak saglanacaktir.



2. GENEL BILGILER

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 (Sekil 1), giiclii antiaritmik bir ilagtir. Baslangicta
vazodilatasyon 6zelligi nedeniyle antianginal bir ilag olarak gelistirilmisse de antiaritmik
etkisi belirgin oldugu saptaninca siklikla supraventrikiiler ve ventrikiiler tasikardilerin

tedavisinde kullanilmaya baglanmistir (1-3).
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Sekil 1. Amiodaronun Kimyasal Yapisi



2.1.2. Farmakoloji

Farmakokinetik

Amiodaron bir benzofuran derivesi olup yapisal formiilii tiroksin (T4) ile yakin
benzerlik gosterir (3). Molekiil agirliginin yaklasik %37’°si iyodinden olusur. Ticari
kullanimdaki formlarinda siklikla solvent polisorbat-80 kullanilir ve bu solvent hipotansif
yan etkiden sorumludur. Yine bu solventin kalp hizinda azalma, atriyoventrikiiler nodal
iletide gecikme, atriyal ve ventrikiiler refraktor periyotta uzama gibi etkileri vardir (4).
Olduke¢a lipofilik olmasi nedeniyle dokuya gecisi giigliidiir ve genis dagilim hacmine
sahiptir. Oral ve intravendz sekilde tedavide kullanilabilir ve oral alindiktan sonra emilimi
(%30-70) sinirhidir (3-5). Insan viicudunda genis bir dagilim hacmine sahip olmasi
nedeniyle tedavi baslangicinda ilac etkisinin baslamasi ge¢ olup eliminasyon yari dmrii
uzundur (5). Tedavi agiz yolu ile baslandiginda, tedavi edici etkinin baslamasi iki-ii¢
haftaya kadar gecikebilir. Tedavi edici plazma diizeylerine erken ulasilmasi i¢in, agiz yolu
ile tedavi baslanacaksa, tedavinin baslangicinda yiiksek dozlar tercih edilir. Ug ile on giin
sonrasinda ila¢ dozunun %50 azaltilmasi ve uzun siireli tedavinin bu sekilde devami ile 13
ile 142 giin arasinda de@isen bir plazma yarilanma Omriine sahiptir. Infiizyon ile
verildiginde basta albiimin olmak {izere, beta-lipoprotein ve alfa-1 asit glikoprotein gibi
serum proteinlerine yliksek oranda baglanir. Esas olarak p450 sitokrom oksidaz bagimli
oksidatif deetilasyon ile metabolize edilir (4). Ana metaboliti N-desethylamiodarone olup,
ana molekiil kadar aktif ve elektrofizyolojik etkileri benzerdir. Amiodarone gibi N-
desethylamiodarone da uzun plazma yarilanma dmriine sahiptir. ilacin glukronidasyon ve
biliyer yolla atilim gibi baska metabolik yollar1 da bulunur. Damar yolu ile verildiginde,
dagilim kinetigi tic kompartman modeli ile agiklanan genis bir dagilim alani bulur (4).
Inflizyonu sirasinda ilacin az bir béliimii plazmada bulunur. Yiiksek konsantrasyonlardaki
amiodaron ve ana metaboliti lenf nodu, karaciger, akciger ve yag dokusu gibi dokularda
depolanir. Infiizyon siiresi uzadikca amiodarone ve ana metabolitin bu dokulardaki
depolanmas1 da artar. Bu dokulardaki depolanma, 6zellikle diisiik dozlarda infiizyon ile
tedaviye baslandiginda, tedavi edici etkinligin ge¢ baslamasindan sorumludur. Kas ve
beyin gibi dokularda ise daha diisiik miktarlarda depolanir. Tedavinin baslangicinda tedavi

edici miyokardiyal ve plazma diizeylerinin erken baslamasi i¢in yiiksek baslangi¢ infiizyon



dozlar tercih edilir. Tedavinin kesilmesi sonrasinda bu dokulardaki depolanmanin uzun
stireli olarak yeniden plazmaya geg¢mesine bagli olarak ilacin eliminasyon yart omrii
uzundur. Amiodaron ve ana metabolitin tedavi edici plazma diizeyleri 0.5-2.5 pg/mL olup
plazma diizeyi ile tedavi edici etki ve yan etki iligkisi agik degildir. Eliminasyon biliyer
sistem ile olup, bobrek yetmezliginde doz ayarlamasi gerekmez (4, 6-8). Amiodaron

diyaliz ile viicuttan uzaklastirilamaz.

Elektrofizyolojik Etkiler

Amiodaron grup III antiaritmik ila¢ olmasma karsin grup I, II ve grup IV
antiaritmik etkilere de sahiptir. Elektrofizyolojik etkileri kompleks olup bu etkilerin bir
boliimii heniiz tam olarak anlasilamamistir. Elektrofizyolojik etkiler, hizli etki i¢in ilacin
damar yoluyla kullanimi ile uzun siireli agizdan kullanimi arasinda farkliliklar gosterir.
Sodyum kanallarindaki blokaj etkisiyle (grup I antiaritmik etki) intraventrikiiler iletiyi ve
kalp hizin1 yavaslatir. Beta blokor (grup II antiaritmik etki) ve kalsiyum kanal blokdr (grup
IV antiaritmik etki) etkisiyle atriyoventrikiiler diigiimde iletiyi geciktirir. Se¢ici olmayan
hem alfa hemde beta blokdr etki gosterir. Potasyum kanal blokor etkisiyle miyokardiyal
repolarizasyonu uzatarak hiicrelerin uyarilmaya karsi refrakter olmasini saglar. Damar yolu
ile uygulanmasi sirasinda ortaya ¢ikan bu erken elektrofizyolojik etkiler, agizdan uzun
stireli kullanimi sirasinda belirgin olmayabilir. Grup III antiaritmik ila¢ olmasina ragmen
damar yolu ile kullaniminin erken dénemlerinde grup III etkileri belirgin degildir. Uzun
stireli kullaniminda potasyum kanal blokdr etkileri onemli olup daha belirgin hale gelir.
Uzun stireli kullanimda, kardiyak dokularin ¢cogunlugunda uyarilmaya kars: direnci artirir.
Tiroksinin (T4) triiodotironine (T3) deiodinasyonunu inhibe edici etkisi de antiaritmik
etkisine katkida bulunur (5). Tedavi sirasinda tiroit fonksiyonlarinda beklenen degisim;
tirotropin (TSH) seviyesinde normal veya hafif artis, T3 seviyesinde azalma, T4 ve reverse

T3 seviyesinde artmadir (5, 9).

2.1.3. Endikasyonlar:

Amiodaron, diger tedavilerin etkili olmadigi veya tolere edilemedigi aritmilerin

tedavisinde endikedir. Ozellikle hemodinamik olarak kararsiz durumun bulundugu



ventrikiiler tasikardi (VT) ya da ventrikiiler fibrilasyon (VF) gibi hayati tehdit, eden
tekrarlayan ventrikiiler aritmilerin tedavisinde kullanilmaktadir. Atrial flutter ve atrial
fibrilasyon gibi atrial aritmilerin tedavisinde de yaygin olarak kullanilir ve sonrasinda siniis
ritminin devamini saglamada birgok ilaca gore daha etkili oldugu bulunmustur (1, 6, 10-
12). Cocuklarda, konvansiyonel tedavilere direncli olan veya hayati tehdit eden
tagiaritmilerin tedavisinde amiodaron etkin bir sekilde kullanilmaktadir (1-4, 6, 13-15).

Amiodaronun siniis bradikardisi gibi istenmeyen etkisi olabileceginden kalic1 kalp
pili olan hastalarda daha giivenilir sekilde kullanilir. Kardiyak defibrilator implantasyonu
(ICD) yapilmis hastalarin izleminde ikincil koruma olarak amiodaron kullanan hastalarin
yiizdesi %55-70 kadar yiiksek oldugu bildirilmistir (1, 6, 9, 11, 15-18).

Amiodaronun gebelikteki etkileri lizerine yeterli ¢alisma bulunmamaktadir. Ancak
plasental bariyeri gegerek maternal serum seviyesinin %10-25’ini olusturacak sekilde fetal
serum seviyesine ulastigi bilinmektedir. Yeterli veri bulunmamakla birlikte, kalp
yetmezligi ile iliskili fetal tasikardilerde amiodaron etkili ve gilivenli bir sekilde
kullanilmaktadir (15). Hidrops varliginda fetal tasikardilerin ilag ile tedavilerindeki basari
belirgin olarak azalir. Ancak amiodaronun gerek tek ila¢ olarak gerekse diger ilaclar ile
birlikte kullanimi ile yiliksek oranlarda basarilar elde edilmistir (15). Tedavi verilen anne ve
fetuslarinda amiodaron kullanimina bagli yan etkiler ise nadirdir. Bu nedenle, hidropsu
bulunan ve diger antiaritmik tedaviler ile kontrol altina alinamayan fetal tasikardilerin

tedavisinde amiodaron tercih edilmektedir.

2.1.4. Etkinlik

Amiodaronun atrial fibrilasyonlu hastalarda sinilis ritminin idamesinde diger
antiaritmik ilaglara gore {Ustlin bulunmustur. Atriyal fibrilasyonda kullanilan diger
antiaritmik ilaclar ile bir yillik siirede ritim kontrolii saglanmasi %50 ve daha diisiik
bulunurken amiodaron ile daha yiiksek oranlarda ritim kontroli saglanmistir.
Kargilagtirmal1 ¢alismalarda, atriyal fibrilasyonda ritim kontrolii saglanan hastalarda
amiodaron tedavisinde bir yillik izlemde basar1 %60 iken sotalol tedavisinde bu oran %38
bulunmustur (9). Amiodaron ile grup 1 antiaritmik ilaglar karsilastirildiginda ise,
amiodaron ile atriyal fibrilasyonlu hastalarda bir yil siiresince vakalarin %62’sinde ritim

kontrolii saglanirken bu oran grup I antiaritmik ilaglarda %23 bulunmustur (2). Kanada’da



yapilan benzer karsilastirmali ¢alismalarda da, atriyal fibrilasyonlu hastalarda siniis
ritminin devam ettirilmesinde amiodaron, sotalol ve diger antiaritmik ilaglara gore daha
basarili bulunmustur (19). Ektopik atriyal tasikardi ve multifokal atriyal tasikardiler nadir
goriilen ve kontrolii zor olan primer atriyal tasikardiler olup bu grup tasikardilerin
tedavisinde amiodaron diger antiaritmiklere gore daha basarili bulunmustur (6). Yine nodal
tagikardiler ¢ocukluk déneminde nadir ve kontrolii zor olan ritim bozukluklarindan olup
Ozellikle kardiyak operasyonlar sonrasi olusan bu grup tasikardilerde de amiodaron basar1
ile kullanilmaktadir (6). Reentran dongiilii supraventrikiiler tasikardiler ¢ocukluk yas
grubunda en sik goriilen tasikardiler olup genellikle diger antiaritmik ilaglar ile kontrolleri
yapilabilmektedir. Kontrol altina alinamayan vakalarda amiodaron kullanilabilmekle
birlikte, uygun olan vakalarda kateter ablasyonu tercih edilmektedir. Ozellikle yenidogan
donemi ve kiigiik cocuklarda, diger antiaritmik ilaclarla kontrol alinamayan vakalarda, bu
donemde kateter ile ablasyonu riskli olabileceginden amidaronun uzun siireli kullanilmasi
gerekebilmektedir (15, 20-22).

Cocukluk yas grubunda hayati tehdit eden ventrikiiler aritmiler nadiren
goriilmektedir. Ventrikiiler aritmi saptanan vakalarin hemen tamamina yakininda altta
yatan primer myokardiyal hastalik veya repolarizasyon bozukluklar: bulunmaktadir.

Amiodaron, mortalite iizerine Onemli etki yapmaksizin prematiir ventrikiiler
atimlar1 ve azalmis sol ventrikiil ejeksiyon fraksiyonlu hastalarda non-sustained ventrikiiler
tasikardi ataklarini baskilar (1, 6, 23).

Hastane disinda gelisen ventrikiiler fibrilasyonlarda amiodaronun intravendz
kullaniminin etkinligi, randomize ¢ift kor calismalarda amiodaronun plasebo ya da
lidokain ile karsilastirarak irdelenmistir. Bu calismalarda amiodaron grubunda hastalar
onemli oranda hastaneye ulastirilmistir (24, 25). Intravendz amiodaron ayrica resusitasyon

sirasinda lidokainin yerini almistir (7, 25).

2.1.5. ila¢ Etkilesimleri

Gerek damar yolu gerekse agiz yolu ile 6zellikle uzun siireli kullanildiginda fazla
sayidaki ilag ile etkilesim gosterir. Amiodaron sitokrom p450 enzim sistemini inhibe eder.
Bu yol ile metabolize edilen ilaclarin serum diizeylerini artirir. Kinidin, prokainamid ve

varfarin ile bu mekanizma tlizerinden etkilesir (15). En 6nemli etkilesimi varfarin ile olur.



Birlikte kullanildiklarinda varfarin dozunun %25-50 azaltilmas1 ve INR degerlerinin yakin
takip edilmesi gerekir. Serum digoksin diizeylerindeki arttirici etkisi nedeniyle bu iki ilacin
birlikte kullanildigi durumlarda digoksin dozunun %350 kadar azaltilmasi ve digoksin
diizeyinin yakin takibi gerekir (15). Etkilesim gosterdigi ve doz diizenlemesi gercken
ilaclardan birisi de teofilindir. Aritmi olusturucu etkileri dikkate alinarak, 6zellikle QT
mesafesini artiracak diger ilaglarla birlikte kullanilmamasina dikkat edilmelidir. Bu
nedenle amiodaronun, prokainamid ve lidokain gibi QT measfesini uzatan grup |
antiaritmik ilaclarla kullanilmasi &nerilmemektedir. Ozellikle beta blokdr ve kalsiyum
kanal blokorii ilaglarla birlikte kullanildiginda sinus nodunda belirgin baskilanma
olusturur. Barbitliratlar serum amiodaron diizeyinde azalma, simetidin ise artisa neden
olur. Antibiyotikler, antifungal ilaglar, antiepileptikler ve antihistaminikler gibi ¢ocukluk
doneminde sik olarak kullanilan diger bircok ila¢g da amiodaron ile etkilesim gosterir.
Genel prensip olarak, amiodaron kullanmakta olan ¢ocuklara bagka bir ila¢ baslanacaksa
tedavi oOncesinde bu ilaglarin amiodaron ile etkilesimlerinin degerlendirilmesi uygun

olacaktir (2, 15).

2.1.6. Hemodinamik ve Yan Etkileri

Hemodinamik Etkiler

Damar yolu ile kullannominda en belirgin hemodinamik etkisi arteriyel
vazodilatasyon ve negatif inotropiye ikincil gelisen sistemik hipotansiyondur. Arteriyel
vazodilatasyon etkisinden esas olarak, ilacin damar yolu ile verilen ticari formlarinin
hazirlanmasinda kullanilan solvent polisorbat-80 sorumludur (4, 6, 11, 12, 16, 26).
Cocuklarda, damar yolu ile verilen tedaviler sirasinda %40’a varan sikliklarda
hipotansiyon rapor edilmistir (15). Doz azaltilmasi veya kristalloid soliisyonlar1 ile
hipotansiyon kontrol altina alinabilir. Cocuklarda, tedavinin kesilmesini gerektirecek
hipotansiyon nadiren gelisir. Sol ventrikiil fonksiyonlart normal olan hastalarda bile kan
basinci diisiikliigii sik goriiliir. Infiizyon hizinin azaltilmasi ile hipotansiyon kontrol altina
aliabilir. Direkt olarak negatif inotropi olusturucu etkisi zayif olup genellikle ge¢icidir ve
siklikla kardiyak debide azalma olusturmaz. Oncesinde sol ventrikiil sistolik

fonksiyonlarinda bozukluk olan hastalara damar yolu ile tedavi verilecekse yakin takipleri



gerekir. Az sayida ¢alismada, bu grup hastalarda belirgin bir hemodinamik bozulma rapor
edilmemisse de, damar yolu ile tedavi sirasinda hemodinamik kolaps rapor edilen vakalar
mevcuttur (15).

Bradikardi olusturucu etki o6zellikle diger antiaritmik ilaglarla birlikte
kullanildiginda goriiliir. Amiodaron kullanimina baglit QT mesafesinde uzama goriiliirse de
buna bagli belirgin aritmi goriilmez. Ancak nadir de olsa ila¢ kullanimina bagli polimorfik
ventrikiiler tasikardi (torsade de pointes) rapor edilmistir. Polimorfik ventrikiiler tasikardi,
siklikla ilacin uzun siire ve QT mesafesini uzatan diger ilaglarla birlikte kullanildigi
durumlarda goriiliir. Yine hipokalemi, sol ventrikiil sistolik fonksiyon bozuklugu ve

bradikardi durumlarinda ilaca bagli polimorfik ventrikiiler tasikardi gelisebilir (2, 15).

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 (15). Bu etkilesimler ilag
kullaniminin devamina engel olusturabilir. Yan etkiler siklikla ilacin kiimiilatif dozu ile
iligkili olmakla birlikte idiyosenkratik reaksiyonlar da rapor edilmistir. Bu etkilerin
cogunlugu ilacin kesilmesi ile diizelirken bu etkilerde hizli ilerleme ve 6liim de goriilebilir.
Ciddi ilag toksisitesi ile ilgili ¢ocukluk doneminde az sayida rapor bulunmakta olup
cocuklarda daha giivenli bir ilag oldugu diisiiniilmektedir (15). Yan etkilerin daha az rapor
edilmesi, ilacin c¢ocukluk doneminde nispeten daha kisa siirelerde kullanilmasma ve
kiimiilatif dozun az olmasina baglanabilir. Goriilen yan etkilerin ¢ogunlugu tedavi
dozlarinda bir degisiklik yapilmadan kendiliginden diizelir. Cocukluk déneminde goriilen
yan etkilerin %20’sinden daha azinda amiodaron tedavisinin kesilmesi gerekir.
Kullanildig: ilk yilda yan etki prevalanst %15 iken uzun siireli kullanildiginda %50’ ye
kadar ¢ikan bir ilactir. Yaklasik olarak hastalarin %20-50" si yan etkileri nedeniyle ilaci
birakmak zorunda kalir (2, 3, 6, 27). Amiodaronun yan etkileri ile ilgili olarak yapilan
birgok hayvan calismasinda tiroit bezi, karaciger, akciger, sinir dokusu iizerine etkiler
ortaya konmustur. Bu ¢alismalarin bir¢ogunda amiodaronun hiicre organizasyonunda

degisiklikler, nekroz ve apopitoz, inkliizyon cisimcikleri olusumu, lipofuksin birikimi,



endoplazmik retikulumda dilatasyon, hiicrede ve hiicre organellerinde fosfolipid birikimi

gibi morfolojik etkileri irdelenmistir (28-30).

Tiroit

Bir benzofuran derivesi olan amiodaron tiroit hormonlarindan tiroksinin yapisal
analogudur (3, 15). Molekill agirhginin %37’si iyodinden olusur. Viicuda alinan
molekiiliin, bir glinde yaklasik %10’u deiyodine olarak idame tedavi alan bir erigkinde
giinliik yaklagik 7-12 mg iyodin serbestlestirilir. Bu miktar, normal iyodin alan bir
eriskinin giinliikk aldig1 miktarin 50-100 kati1 kadardir. Postmortem calismalarda, Gtiroit
kisilerde amiodaron ve metaboliti desetilamiodaronun tiroit dokusundaki konsantrasyonu
strast ile 14 mg/kg ve 64 mg/kg bulunmustur (3, 31). Amiodaron basta karaciger olmak
tizere dokularda, 5’-deiyodinaz aktivitesini inhibe ederek tiroksinden triiodotironin
olusumunu engeller. Bu etki ilag tedavisinin kesilmesinden sonra aylarca devam edebilir.
Amiodaron ayrica tiroit hormonlarinin dokulara girigini de inhibe eder. Bu iki mekanizma
ile uzun stireli ilag kullaniminda, serum tiroksin konsantrasyonu artarken, triiodotironin
konsantrasyonu azalir. Bu etkiler ile genellikle tiroksin diizeyi normalin iist sinirinda,
trilodotironin diizeyi de normalin alt sinirinda bulunur. Tedavi baslangicinda yiiksek
dozlarda amiodaron kullanildiginda TSH diizeyinde gecici bir artis gozlenebilir. Bu
degisim genellikle tiroit hormonlar1 {izerine olan etkisine ikincil gelisir. Ancak amiodaron
direkt olarak TSH salimmmini da etkileyebilir. Deneysel caligmalarda amiodaron ve
desetilamiodaronun tiroit dokusu iizerine sitotoksik etkileri de rapor edilmistir (3, 25, 32).
Hayvan c¢aligmalarinda tedaviye ikincil, tiroit dokusunda apopitoz, nekroz, inkliizyon
cisimcikleri, makrofaj infiltrasyonu ve endoplazmik retikulumlarda dilatasyon
gosterilmistir (3, 33). Tedavi sirasinda benzer degisiklikler karaciger, kalp, deri, kornea,
periferik sinir hiicreleri ve 16kositlerde de gosterilmistir (3).

Amiodaron tedavisi alanlarin ¢ogunlugu tedavi siiresince Otiroit kalmalar ile
birlikte az bir kisminda hipotiroidi veya hipertiroidi gelisebilir. Tedaviye bagli, hipotiroidi
daha cok iyodin aliminin diisiik oldugu cografi bolgelerde goriiliirken tirotoksikoz siklikla
iyodin alimmin yeterli oldugu cografi bolgelerde goriilir (3, 16). Tedaviye ikincil

tirotoksikoz, iyodin aliminin yeterli oldugu bolgelerde %2 sikliginda iken, iyodin aliminin
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yetersiz oldugu bolgelerde %10 sikliginda rapor edilmistir (3, 34). Aymi bdlgelerde
tedaviye ikincil hipotiroidi sikligr ise sirast ile %5 ve %22 bulunmustur.

Amiodaron kulanimina bagh tirotoksikoz, tedavinin baslangicinda veya uzun siireli
tedavi sonrasinda genellikle hizl1 gelisir (3, 35). ilacin dokuda uzun siireli depolanmasi
nedeniyle tedavinin kesilmesinden sonra da gelisebilir. Tirotoksikoz onceden tahmin
edilemez ve genellikle giinliik alinan doz miktar1 veya kiimiilatif doz ile iligkili degildir.
Tedavi Oncesinde normal olan veya olmayan tiroit dokusunda gelisebilir. Patogenezde
diisiiniilen muhtemel mekanizmalar, amiodaron tedavisi ile alinan yiiksek iyodin miktarina
bagl artmis hormon sentezi ve ilacin tiroit dokusunda olusturdugu hasara bagli artmis
hormon salinimidir (3). Amiodaronun antiadrenerjik etkisinden ve tiroksinin
tritodotironine doniisiim yetersizliginden dolay1 tirotoksikoza ait belirtiler bulunmayabilir.
Tirotoksikozun ilk belirtisi genellikle ritim anormallikleri ve anjina gibi altta yatan
kardiyak sorunun kontroliiniin bozulmasidir. Tedavi sirasinda bu sorunlarla karsilagiimasi
durumunda tiroit fonksiyonlarinin kontrolii uygun olur. Genellikle hayat1 tehdit eden ritim
sorunlarmin diger antiaritmik ilaglarla kontrol altina alinamadigr durumlarda amiodaron
tedavisi baslandigindan tirotoksikoz gelisen hastalarda ilacin kesilmesi siklikla miimkiin
olmamaktadir. Ancak uygun olan vakalarda ila¢ tedavisi degisikliginin diisliniilmesi uygun
olur. Amiodaron kullanim1 sirasinda tirotoksikoz gelistiginde, tiroit dokusunda yiiksek
konsantrasyonda iyodin bulunmasi thionamid grubu ilaglarin etkinligini azaltir. Yiiksek
dozlarda metimazol veya propiltiyourasil kullanilmasi gerekebilir. Tedavide ayrica,
iyodinin tiroit dokusuna gegisinin engellenmesi amaglanabilir. Baz1 hastalarda, bu iki
tedavi segeneginin birlikte kullanim1 basar1 saglayabilir. Bu 1iki tedavi segenegi,
amiodaronun tiroit dokusunda olusturdugu hasar sonucu olusan artmis hormon salinimi
durumunda etkili degildir. Bu grup hastalarda steroid tedavisi ile basarili sonuglar
almabilir. Tedaviye direncli vakalarda tiroidektomi diisiiniilebilir (3). Plazmaferez, artmis
tiroit hormonlarinin azalmasini saglarsa da bu genellikle gecici bir ¢6ziim olup tirotoksikoz
tablosunda alevlenmelere neden olur.

Amiodaron kullanimina ikincil hipotiroidi iyodin yetersizligi olan bdlgelerde daha
sik goriiliir (3). Genellikle amiodaron kullanimina bagl tirotoksikozdan daha erken gelisir.
Ozellikle dolagimda tiroit antikorlar1 bulunan bayanlar ilaca ikincil hipotiroidi gelisimine
daha duyarhdirlar. Altta yatan, klinige yansimamis bir hormonogenez bozuklugu

varliginda iyodinin tiroit hormon sentezi iizerine olan inhibitor etkisi ile (akut Wolft-
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Chaikoff etkisinden kagamama) hipotiroidi gelisimi agiklanmaktadir (3, 36). Amiodaron
kullanimmna ikincil gelisen hipotiroidi kendiliginden diizelebilir. Ilaca ikincil gelisen
hipotiroidinin tedavisi, hipertiroidi kadar sorun olusturmaz. Amiodaron tedavisi
kesilemeyecekse tiroit hormon tedavisi baslanir. Amiodaron kullanimina ikincil gelisecek
hipotiroidi tedavisinde tiroksin tercih edilir. Amiodaron ile birlikte kullanildiginda,
amiodaronun tiroit hormon doniigiimiinii inhibe edici etkisinden dolayi, TSH diizeyinin
normallesmesi i¢in genellikle yiiksek dozlarda tiroksin verilmesi gerekir (3). Takipte en
onemli parametre TSH diizeyidir. Amiodaron tedavisi kesilebilirse, 6zellikle altta yatan
tiroit hormonal bozuklugu bulunmayanlarda, hipotiroidi siklikla kendiliginden diizelir (3,

37, 38).

Akciger

Amiodaron kullanimina bagli olusan pulmoner toksisite geriye doniisiimsiiz ve fatal
olabilen yan etkilerdendir (15, 39). Goriilme siklig1 %5 ile %13 arasinda degisir (39).
Pulmoner toksisite gelisimini etkileyen potansiyel risk faktorleri ilacin yiiksek giinliik
dozu, kiimiilatif dozu ve hasta yasinin biiyiikliigiidiir. Amiodarona bagli akciger toksisitesi,
cocuklarda son derece nadir goriiliir Altta yatan akciger hastaligi bulunmasimin da risk
olusturabilecegi diisiiniilmektedir. Bununla birlikte, ilag tedavisinin baslangicindan yillar
sonra pulmoner toksisite gelisebilecegi gibi, tedavinin heniiz baslangicinda da gelisebilir.
Amiodaron kullanimmna bagli olusan pulmoner toksisitenin mekanizmasi tam olarak
anlagilamamistir. Hiicrelere ilacin direkt toksik etkisi ve indirekt imminolojik
reaksiyonlarin 6nemli oldugu disiinilmektedir. Amiodaron ve ana metaboliti
desetilamiodaron, akciger dokusunda serumdakine gore 100 ile 500 kat daha fazla
depolanir. Ozellikle tip II pndmositlerdeki bu yiiksek depolanma, tedavi edici plazma
diizeylerinde bile hiicrelere toksik etki gdsterir. Dokulardan amiodaron klerensi yavas olup
tedavinin kesilmesinden bir yil sonra bile akciger dokusunda bulunur. Amiodarona bagh
pulmoner toksisite, ilacin akcigerde bu yiiksek birikimine bagli olabilir. Doku hasariyla
olusan kronik inflamasyon pulmoner fibrozise neden olabilir. Ozellikle hayvan
caligmalarinda, amiodaron kullanimina bagli pulmoner interstisyum ve bronkoalveoler
lavaj sivisinda, hipersensitivite pndmonisine benzer notrofil ve lenfositik infiltrasyonun

gelismesi, immiinolojik reaksiyonlarin da pulmoner toksisitede Onemli oldugunu
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disiindiirmektedir (39, 40). Amiodaron kullanimima bagli farkli pulmoner hastaliklar
geligebilir. En sik goriilen patolojiler organize pndmoni, akut respiratuvar distres sendromu
ve soliter pulmoner Kkitledir (39). Hastalar klinige uzun siireli dispne, halsizlik, kuru
oksiiriik ve gogiis agrisi gibi belirtilerle gelebilirler. Plevral effiizyon gelisebilir. Alveoler
ve interstisiyel alanlarda etkilenim goriilebilir. Patolojik olarak kronik interstisiyel
pndémoni ve intraalveoler kopiiksii makrofaj infiltrasyonu goriiliir. Pulmoner toksisiteden
siiphelenilen vakalarda basta solunum fonksiyon testleri ve bronkoalveoler lavaj olmak
tizere ayrintili arastirmalar yapilmalidir. Amiodaron kullanimina bagli pulmoner toksisite

gelistiginde ilac kesilmelidir. Prognoz genellikle iyidir (27-29, 39).

Deri

Cocuklarda ilacin kullanimi ile en sik goriilen yan etkiler ciltte pigmentasyon
degisikligi ve fotosensitivitedir. Hastalarin yaklasik olarak yarisinda fotosensitivite
goriilmektedir. Genellikle biiyiikk ¢ocuklarda goriiliir. Glinese karsi hassasiyet artar ve
degisik diizeylerde giines yaniklar1 olusur. Kronik olarak amiodaron alan hastalarda cilt
eritematoz bir goriiniim alabilir. Uzun siireli yiiksek doz kullanan hastalarin yaklasik olarak
%1-2’sinde, Ozellikle yiiz cildinde lipofuksin birikmesine bagli olarak gri-mavi renk
degisikligi olusur. Cilt ile ilgili olusan istenmeyen etkiler giinesten koruyucu kremlerin
kullanilmasi ile genellikle kontrol altina alinir ve ilag kesilmesi gerekmez. Alopesi ise

nadir goriilen bir yan etkidir (2, 5, 27, 32, 41).

Goz

Hemen hemen hastalarin tlimiinde korneada mikrodepositler birikir ve bu durum
cogunlukla ilacin kesilmesini gerektirmez. Bu depolanmalar, amiodaronun lakrimal siviya
salinmas1 ve ozellikle korneal bdlgenin alt kisminda birikmesi sonucu olusur. Bu tablo
dozdan bagimsiz bir durumdur, normal ila¢ depolanmasidir ve ila¢ kesildikten sonra
diizelir. Ozellikle karanlikta hastalarin halo seklinde goriintiller gordiiklerini dile
getirdiklerinde ilacin degistirilmesi veya dozunun azaltilmasi gerekmektedir. Optik ndrit
son derece nadir olarak goriiliir, 6zellikle tedavinin ilk 12 ay1 i¢inde baslar ve optik noritli

olgularda amiodaronun kesilmesi gerekmektedir (1, 2, 6, 27, 34).
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Diger Yan Etkiler

Ozellikle amiodaronu yiiksek doz alan ve yasl hastalarda, norolojik yan etkiler
30%’ lara varan oranlarda goriilebilmektedir. En sik olarak goézlemlenen durumlar tremor,
ataksi, periferal ndropati, yorgunluk, uyku bozukluklari, bag donmesi ve basagrisidir (27,
42-45). Bu durumlarda genellikle ilacin dozunun azaltilmasi yeterli olmaktadir, nadiren
ilacin kesilmesi gerekmektedir (39, 46). Gastrointestinal yan etkiler genellikle tedavinin
baslangicinda olusur. Ozellikle artmis aminotransferazlar ve alkalen fosfataz
konsantrasyonlari, karaciger fonksiyon testlerindeki anormallikler, hastalarin %4-25’inde
olugmaktadir (27, 33, 47, 48).

Epididimit ve erektil disfonksiyon son derece nadir olarak goriilmektedir.
Amiodarona bagli epididimit gelisen, literatiirde yaklasik olarak 20 olgu bulunmaktadir ve
ilacin dozunun azaltilmasi veya kesilmesi ile diizelme saglanmaktadir (49, 50).
Yetiskinlerde uzun siireli amiodaron kullanimma bagli olarak serum Folikiil Uyarici
Hormon, serum Luteinizan Hormon diizeylerinde artis, hastalarda libidoda ve seksiiel
fonksiyonlarda azalma gibi etkilerin oldugu goriilmiistiir. Bu etkilerin amiodaronun yani
sira, ileri yasin, kronik hastaligin agirligi, hipotalamus-hipofizer aksin diger nedenlerle
degismesi, tiroit disfonksiyonuna bagli olabilecegi diisiiniilmektedir (51). Diger doku ve
organlarda amiodaronun etkileri arastirilmasina ragmen sinirlhi sayidaki ¢alismada lireme
sistemi lizerine etkileri aragtirilmis ancak hayvan modelli ¢alismada testis iizerine etkileri

histopatolojik a¢idan incelenmemistir.

2.2. Testis

2.2.1. Testisin Yapisi

Erkek iireme sistemi testisler, genital kanallar yardime1 bezler ve penisten olusur.
Testisler, erkek lireme sisteminin esas fonksiyonel organlaridir. Skrotum i¢inde funikulus
spermatikusa asili dururlar ve gametogenezis, spermatogeneziS Ve steroidogenezisden
sorumludurlar. Testisler, skrotumun i¢inde viicudun disinda yer almasi nedeniyle viicut

sicakligina gore daha diisiik sicaklikta bulunurlar ve bu durum spermatogenezis igin
gereklidir (52, 53).



14

Skrotum ig¢inde testisler sirasiyla en distan ice dogru deri, tunika dartosa, fasia
spermatika eksterna, fasia kremasterika, fasia spermatika interna ve tunica vaginalis testis
ile sarihidir. Tunica vaginalis testisin hemen altinda tunica albuginea yer alir ve
mediastinum testis araciligi ile testis igine septum testis denilen uzantilar 1sinsal olarak
uzanir (Sekil 2). Mediastinum testisten organ icine giren ince fibroz bdlmeler, testisi
piramit seklinde 250-300 lobcuga (lobuli testis) ayirir. Her lopgugun iginde tubulus
seminiferus kontortus (seminifer tubuller) denen tubuller ve interstisyum bulunur.
Intersitisyum kan ve lenf damarlarindan zengindir. Seminifer tubuller, testislerin arka yiizii
boyunca uzanan, spermiyumlarin ileri dogru hareket etme 6zelliklerini kazandiklar1 4-6
metre uzunlugunda olduk¢a kivrimli bir kanaldir ve tubulleri kan damarlari ile diiz kas
hiicrelerinden zengin sik1 bag dokusu sarar. Tubuller, silindirik silyali epitelle ortiiliidiir ve
baslangicta kor ucludur, sonlanirken liimen daralir ve tubuli rekti olarak anilan kisa
segmentler halinde devam eder. Bu diiz tubuller seminifer tubullerin rete testis denilen,
epitelyum ile doseli kanallarin olusturdugu bir labirente baglanmasini saglar. Anastomoz
yapan rete testis kanallari, yaklagik 10-20 duktuli efferentes ile epididimisin bas kismina
baglanmistir. Duktus epididimis, duktuli efferentislerin devami seklindedir ve ¢evresini
saran bag dokusu ve kan damarlar ile beraber epididimisi olusturur. Epididimis, bas
(caput), govde (corpus) ve kuyruk (cauda) olarak ii¢ esas boliimden olugmustur. Kuyruk
duktus (vas) deferens ile devam eder. Duktus deferens de liretraya agilir. Duktus epididimis
ve duktus deferens yuvarlak bazal hiicreler ve silindirik hiicrelerden olusan yalanci ¢ok
Katl1 epitelyum ile doselidir (52-54).

Testis ve epididimis, aortanin dali olan arteria testikiilaristen beslenirler. Testis ve
epididimisin venleri, Once funiculus spermaticusu saran bir ag seklinde pleksus
pampiniformisi, daha sonra da birbirleriyle birleserek vena testikiilarisi olustururlar. Bunlar
da sag tarafta vena cava inferior, sol tarafta vena renalis sinistraya acilir (57, 60, 61).

Testisin intersitisyumunda cesitli hiicre tipleri vardir. Bunlar arasinda fibroblastlar,
farklilasmamis bagdoku hiicreleri, mast hiicreleri, makrofajlar, myoid hiicreler ve Leydig
hiicreleri bulunur (Sekil 3). Leydig hiicreleri, puberte sirasinda sekonder seks karakterlerini

belirleyen testosteron hormonunu iiretip salgilayan hiicreleridir (60).
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Sekil 2. Testisin Yapisi

Testisin  parankimini olusturan seminifer tubuller kor wuglarla baglayan
kivrimlanmis, 150-300 pm ¢apinda kanalciklardir. Seminifer tubuller fibroz bagdoku kilift,
belirgin bir bazal lamina ve germinal epitelyumdan olusur. Ayn1 zamanda Sertoli hiicreleri
diye adlandirilan destek hiicrelerine de sahiptirler. Sertoli hiicreleri, seminifer tubul epiteli
igerisinde 1ki daimi (bazal ve adluminal) bir gegici (ara) kompartman sekillendirir. Bazal
kompartmanda spermatogoniumlar ve mayozun erken fazindaki spermatositler bulunur.
Bazolateral yiizeylerde Sertoli hiicreleri arasinda tight junctionlar ve zonula okludens,
bazalden adluminal kompartmani sinirlandirir. Bu yapiya kan-testis bariyeri adi verilir ve

bu yapiyla sinirli miktarda molekiil germ hiicrelerine ulagir (58).

2.2.2. Spermatogonial Hiicrelerin Kokeni

Primordial germ hiicreleri ve Sertoli hiicreleri birlikte seminifer kord olarak
adlandirilan bir hiicre dizisini olustururlar. Gelisim siiresince bu hiicre dizileri bir liimen
sekillendirir ve boylelikle seminifer kord olusur. Seminifer kord igerisinde mevcut olan
germ hiicreleri morfolojik olarak primordial germ hiicrelerinden farklidirlar ve gonositler

olarak adlandirilirlar. Gonositler birka¢ giin ¢ogalirlar ve sonra hiicre siklusunun Go/Gy
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fazinda tutulurlar. Dogumdan cok kisa bir siire sonra gonositler spermatogonium A'y1

olusturmak i¢in yeniden ¢ogalmaya (spermatogenezis) baslar.

Sitoplazmik kopriler

Gz sparmiyogensz

Geng spermatidler

Sparmiyogensz
baglanzict
Mayoz
Bolonms

Szkondar sparmatositler

7 Primer sparmatosit
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Interstisyel hicrsler

Sekil 3. Spermatogenik Seri Hiicreleri ve Destek ya da Sertoli Hiicreleri

2.2.3. Spermatogonial Cogalma ve Kok Hiicre Yenilenmesi

Spermatogonyum, cekirdeklerinde heterokromatin icermeyen once
spermatogonyum A ve bol miktarda heterokromatine sahip spermatogonyum B olmak
tizere ikiye ayrilir. Farklilasma fazinin sonunda en olgun spermatogonyum gen¢ primer
spermatositleri olusturmak i¢in boliiniir. Mayoz siirecinin sonunda haploid yapidaki ¢ok

sayida spermatidler meydana gelir (52).

2.2.4. Spermiyogenezis

Spermatidler, Sertoli hiicreleri arasindaki kompartmanlarin liimenine yakin
boliimiinde yer alan yuvarlak hiicrelerdir ve bunlar erken evre spermatidleri olarak
adlandirilirlar. Daha sonra Sertoli hiicrelerinin apikal sitoplazmalarina go¢ ederek bir dizi
yapisal degisiklige ugrarlar. Bu yapisal degisiklikler:

1) Akrozom olusumu,

2) Flagellum sekillenmesi,
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3) Kromatin kondensasyonu,
4) Fazla sitoplazmanin atilmasidir.
Spermatidin bu yapisal degisiklikleri gecirdigi donem olgun spermatid evresi

(spermatozoon) olarak bilinir (53).

2.3. Apopitozis

Hiicre strese karsi, cevresel faktorler ve etki eden uyariya gore gesitli sekillerde
adaptasyon, proliferasyon, diferansiasyon, dejenerasyon veya Oliim 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 (55).

Apopitozisin mekanizmasi oldukca karigiktir ve bir takim molekiiler olaylarin
enerji bagiml kaskadini igerir. Arastirmalar iki ana apopitotik yolagin oldugunu ortaya
koymustur. Bu iki ana yolak ayni zamanda birbiri ile iligkilidir ve burada yer alan
molekiiller bir yolagi etkilerken diger yolagi da etkileyebilmektedir. Yolaklardan biri
ekstrensek veya 6lim reseptdrleri yolu, digeri intrensek veya mitokondriyal yolaktir (Sekil
4). Ayrica T hiicre aracili sitotoksite ve perforin-granzim bagimli hiicre 6liimiinii i¢eren
baska bir yolak da bulunmaktadir. Ekstrensek, intrensek ve perforin-granzim yolagi ayni
noktada birlesirler ve kaspaz-3’ iin aktivasyonu baglatilir. Bunu DNA fragmantasyonu,
niikleer proteinler ve hiicre iskeletinin bozulmasi, fosfatidilserinin hiicre membaninin i¢
yiiziinden dis ylize transloke olmasi, proteinlerin capraz yer degistirmesi, apopitotik
cisimlerin olusmasi, fagositik hiicrelerin reseptorleri icin 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 proteazlar1 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 baslatici
kapspazlarin etkisiyle etkin hale ge¢cmektedir. T hiicre aracili sitotoksite ve perforin-
granzim bagimli yolak da hem kaspazlardan bagimsiz olarak hem de kaspazlara bagimli bir

yolla hiicre 6liimiine neden olmaktadir (55, 56).
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Bcl-2 ailesine ait proteinler apopitozisde diizenleyici anahtar rol oynamaktadir ve
ana gorevi, mitokondriyal gegirgenligi, organellerden apopitotik proteinlerin mitokondriye
gecisini kontrol etmektir. Bcl-2 ailesi proteinleri yapisina ve apopitozisdeki roliine gore ii¢
grupta incelenir; anti-apopitotik proteinler, pro-apopitotik proteinler ve BH3-only
proteinler (BOP). Bax, pro-apopitotik proteinlerden birisidir ve Bcl-2 ile beraber, p53
tumor supresor geni ile ekspresyonu diizenlenmektedir. pS3 tumor supresdr 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 Gi/S asamasinda durdurabilir ve eger DNA hasari

onarilamayacak ise apopitozisn baglamasina aracilik eder (55-57).
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apopitotik cisirciklerin oluginas

Sekil 4. Apopitotik Olaylarin Sematik Sunumu

Apopitozis testislerde spermatogonia, spermatositler ve spermatidlerde yaygin
olarak arastirllmig ve birgok apopitotik faktor tanimlanmustir (57). Spermatogenez
sirasinda hiicre gelisimi ve farklilagsmasina ilave olarak germ hiicre 6liimii de goriiliir ve bu
durum, spermatozoon olusumunda kritik rol oynar. Sonugta spermatozoon potansiyel

sayist tahminen %75°1 kadar azalir. Testikiiler germ hiicre apopitozisi, fizyolojik ve
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devaml1 olarak hayat boyu meydana gelir. Apopitozisin normal spermatogenez siirecinde
iki 6nemli rolii vardir. Bunlardan ilki Sertoli hiicreleri tarafindan desteklenebilecek sayida
germ hiicre poplilasyonunu smirlandirmak, ikincisi de anormal spermatozoonun
azaltilmasinda se¢ici olmaktir (57, 58). Bu sayede insan lireme havuzundan defektli germ
hiicrelerinin  eliminasyonu gerceklestirecegi gorlisii  ortaya ¢ikmugtir. Sakkas ve
arakadasglar1  (60) 1999°da apopitotik eliminasyon hatasi sonucu ejakulattaki
spermatozoonda goriinen apopitozisi ‘abortif apopitozis’ olarak tanimlamistir ve bu
hiicrelerin bir sekilde apopitozisten kagtigini one stirmiistiir. Apopitozis ¢esitli patolojilerin
ve spermatogenez kontrol sistemlerinin kaldirilmasinin sonucu olabilir. Yapilan bir
calismada DNA hasari ve muhtemel DNA tamirinin azalan seviyeleri karsisinda
apopitozisin, hatali genetik bilginin embriyoya ge¢mesini engelleyen son basamak oldugu
diisiiniilmistiir (61). Spermatozoon apopitozisi ve spermatozoon DNA’sinda hasar erkek
infertilitesinin potansiyel belirleyicileri olarak kabul edilir. Apopitozis ile ortaya cikan
germ hiicre kaybi, spermatogenez sirasinda olusur. p53, p21, CD 95, kaspaz-3, kaspaz 1-8,
Bcl-2, Bel-x1 ve Fas diizeyleriyle, germ hiicrelerinde degisik yollarla saptanabilmektedir
(60, 62, 63). Spermatogenez ve apopitoz ile ilgili bir ¢calismada antiapopitotik fonksiyon
sergileyen ve spermatozoon matiirite isareti olarak kabul edilen Isi-sok protein A2
(HspA2) adli protein ve erkek fertilitesi irdelenmistir. HspA2 bir spermatozoon matiirite
isareti Hsp70 saperon protein ailesinin iiyesi olan testis spesifik proteinidir. Hsp70’in
apopitoziste calisma mekanizmasi, apopitotik enzimler olan kaspaz-3 ve kaspaz-9’un

salinmasiyla gergeklesir. Boylece HspA2, apopitotik siirecin olasi inhibitoridiir (64, 65).



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. Calismanin materyalini 2.5 aylik, puberte dénemindeki
350+50 gram, 21 adet Spraque Dawney albino soyu erkek si¢anlar olusturdu. Bu
hayvanlar, Karadeniz Teknik Universitesi Cerrahi Arastirma Merkezi’'nden ayn1 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 aydmnlik/ 12 saat karanlik periyodunda tutuldular. Klima ile
bulunduklar1 oda sicakligs 21-23° C, nem ise %50-70 oraninda sabitlendi. Sicanlarmn 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: 17.01.2012/1).

Deney Plani

Sicanlar kontrol, diisiik doz, yliksek doz olmak iizere yediser fareden olusan ii¢
gruba ayrildi. Kontrol grubundaki sicanlara amiodaron yerine i¢gme suyu, giinde iki defa
olmak {izere, ikinci gruba, oral gavaj ile diisiik doz amiodaron (20 mg/kg/g), ticlincii gruba
ise yiksek doz amiodaron (200 mg/kg/g) 14 giin boyunca verildi. Amiodaron

(Cordarone®) distile su icerisinde ¢dzdiiriiliip, oral gavaj ile uygulandi.
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Hayvanlarin Canh Agirhklarin Olgiimii, Testislerin Alinmasi, Agirhklarinin

Olciilmesi, Tespit ve Takip

Ug gruptaki deney hayvanlarma deneyin baslangicinda agirliklar tartildi ve
amiodaron alacak sicanlarin ila¢ dozlar1 ayarlandi. Bir haftanin sonunda agirlik degisimi
olabileceginden tiim sigcanlar tekrar tartildi ve ilag dozlar tekrar ayarlandi. Calismanin
sonunda sicanlarin anestezi (ketamin 0.1 mg/kg intraperitoneal) altinda karin boslugu
acild1, her iki testis ingiunal kanaldan alinip ¢ekildikten sonra intrakardiyak kansizlastirma
ile 6tenazi saglandi. Sicanlarin testis ve epididimisleri, hassas terazide tartildiktan sonra 24
saat silire ile Bouin tespitine konuldu. Gonadosomatik indeks yilizdesi, GSI%= Testis
agirligi/viicut agirlign x 100, seklinde hesaplandi. Rutin doku takibi uygulandi ve parafin
bloklara gdmiildii. Ayrica, calismada yer alan sicanlarin testis dokularinin bir kismi

elektron mikroskopi incelemeleri i¢in saklanmaistir.

Histolojik inceleme

Hematoksilen-Eozin Boyamasi

Bouin fiksatifinden ¢ikarilan testis dokular1 rutin doku takip protokoliine uygun
olarak, ethanol serilerinden gegirilerek dehidrate edildi, ksilende seffaflastirildi ve parafine
gomiildii. Mikrotom ile alinan 5p’luk kesitler hematoksilen-eozin ile boyandi. Preparatlar,
bagimsiz bir arastirmaci tarafindan degerlendirildi ve preparatlarin fotograflari Olympus

CX31 151k mikroskopunda (Olympus, Tokyo, Japan) ¢ekildi.

Histokimyasal Yontem

Bouin fiksatifinden ¢ikarilan testis dokular1 rutin doku takip protokoliine uygun
olarak, ethanol serilerinden gegirilerek dehidrate edildi, ksilende seffaflastirildi ve parafine
gomiildii. Mikrotom ile alinan 5p’luk kesitlere immunohistokimyasal ve TUNEL
yontemleri uygulandi. Fotograflart Olympus CX31 151k mikroskobunda (Olympus, Tokyo,
Japan) ¢ekildi.
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Immunohistokimyasal Yéntem

Immunohistokimya igin kesitler ksilende deparafinize edildi ve ethanol serilerinden
gecirilerek rehidrate edildi. Antijenik bolgelerini agiga c¢ikarabilmek i¢in 37°C’ de 15
dakika Tris buffer (Distile suda ¢6zlinmiis 50 mM Tris base ve 150 mM NaCl) i¢indeki %2
tripsin  (Sigma-Adrich) de bekletildi. Kesitler endojendz peroksidaz aktivitesini
baskilayabilmek i¢in %3’liik H,O; de 15 dakika inkiibe edildikten sonra non-immun serum
bloking solusyonda (Invitrogen, CA, USA) 10 dakika bekletildi. Ardindan kesitler humid
chamberda bir saat primer antikor karsitlarinda: Kaspaz-3 (rabbit polyclonal, Labvision,
USA), kaspaz-9 (rabbit poliklonal antibody, Labvision, USA), p53 (Mouse monoklonal
antibody, Labvision), Bax (Mouse monoklonal antibody, Labvision) ile inkiibe edildi.
Biitlin antikorlar 1:100 diliie edildi. Ardindan kesitlere biotinlated sekonder antikoru ve
streptavidin konjuge horse radish peroksidaz 20 dk uygulandi (85-9043, Invitrogen, CA,
USA). Son olarak 3-Amino-9-Ethylcarbazole (AEC, ASS-060, Spring, CA, USA) 3-5 dk
uygulandi, niikleuslar artalan boyamasi i¢in Mayer’s hematoksilen ile boyandi ve
Mounting medium (DMM-060, Spring, CA, USA) ile kapatildi. Boyamanin biitiin
asamalar1 Phosphate Buffered Saline (PBS), pH 7.4 ile gerceklestirildi. Immun isaret
skorlar1 birbirinden bagimsiz iki arastirmaci tarafindan degerlendirildi ve fotograflar CX31
151k mikroskobunda ¢ekildi.

Boyamalarda her bir preparatta X400 biiyililtmede rastgele bes alan segilerek
tutulumlarin yogunluguna ve tutulum miktar yiizdesine gore H skoru hesaplandi. Tutulum
yogunlugu semi kantitatif olarak O (0, tutulum yok), 1 (+, zayif immiinreaktivite), 2 (+ +,
orta diizeyde immiinreaktivite), 3 (+ + +, kuvvetli diizeyde immiinreaktivite) olarak
skorlandirildi. Tutulum miktar yiizdesi immunreaktivitenin 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 i¢in bulunan yogunluk
ve miktar skorlar1 £ Pi.(i+1) (Pi= tutulum miktar ylizdesi, i= tutulum yogunlugu) formiilii

ile hesaplandi (61). Sonuglar toplanarak o lam igin tek bir degere ulasildi.
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TUNEL Yo6ntemi

TUNEL boyama sigan ve insan dokularinda apopitotik hiicreleri saptamak i¢im
kullanilan bir yontemdir. Histokimyasal olarak DNA fragmantasyonlarini gostermek i¢in
kullanilir. DNA pargalanmasi1 ve apoptotik hiicre Oliimiinlin belirlenmesi i¢in in situ
apoptozis saptama kiti kullanildi. Deparafinizasyonu kolaylastirmak i¢in 60 °C’de bir saat
bekletilen preparatlar deparafinizasyonu tamamlamak amaciyla iki kez 15°er dakika
ksilolde bekletildi. Daha sonra sirasiyla ethanol serilerinden gegirilen kesitler alkolden
arindirilmak amaciyla iki kez beser dakika distile sudan gecirildikten sonra 10 dakika 20
pg/ml proteinaz K ile inkiibe edildi. PBS ile yitkama asamasindan sonra 15 dakika %3’liik
hidrojen peroksit (Lab Vision, USA) ile etkin birakilan dokularda endojen peroksidaz
aktivitesi bloke edildi. PBS ile yikanan kesitler 10-15 dakika dengeli tamponda ve 60
dakika 37° C nemli ortamda TdT enziminde (77 pL Reaksiyon Buffer + 33 pL TdT
Enzim,1:1 TdT enzim) inkiibe edildi. Ardindan oda sicakliginda Onceden 1sitilmis
durdurma/yikama tamponunda 10 dakika bekletildi ve Anti-Digoxigenin’de 45 dakika
inkiibe edildi. Her asamada PBS ile dikkatle yikama yapildi. Yikamanin ardindan TUNEL
pozitif hiicreleri belirleyebilmek icin DAB ile boyama yapildi. Zemin boyamast i¢in bes dk
siireyle metil yesili uygulandi. Boyanan lamlar, artan alkol serilerinden gegirilerek
dehidrate edildikten sonra 20 dakika seffaflastirma amaci ile ksilolde bekletildiler.
Ardindan entellan ve lamelle kapatilip, BX40 151k mikroskobunda fotograflar1 cekildi
(Olympus, Tokyo, Japan). TUNEL boyamalarda her kesitten gelisigiizel secilen bes ayri
alanda yaklasik olarak 100 hiicre sayildi. Kahverengi boyanan apoptotik hiicreler “TUNEL
Pozitif Hiicre’ olarak tanimlandi ve her 100 hiicreden boyanan hiicreler oranlanarak

yiizdesi alindi.

istatistiksel Analizler

Calismanin  analizlerinde SPSS 13.0 paket programi kullamlmustir. Olgiim
degiskenleri ortalama, standart sapma, medyan, minimum ve maksimum degerleriyle
verilmistir. Olgiim degiskenlerinin 3 ve daha fazla grup karsilastirmalarinda Kruskal
Wallis testi kullanilmistir. Anlamli ¢ikan degiskenlerin 2 grup karsilastirmalart igin

Bonferonni diizeltmeli Mann-Whitney U testi kullanilmistir. Calismanin tiim istatistiksel



24

analizlerinde p degeri 0,05’in altindaki karsilastirmalar istatistiksel olarak anlamli kabul

edilmistir.



4. BULGULAR

Hematoksilen eozin boyamasi ile yapilan histolojik incelemelerde, kontrol grubu
seminifer tubullerindeki gesitli gelisim evrelerindeki tiim {ireme hiicrelerinin normal yap1
gosterdigi izlendi (Resim 1 A, Al, A2). Diisikk doz grubunda bazi seminifer tubullerin
liimenlerinde inflamatuar hiicrelerinin bulunmasi dikkat ¢ekici idi (Resim 1 B, B1). Ayrica
bazi spermatogonyum hiicrelerinde sisme ve hiicre sitoplazmasinda vakuolizasyon
gozlendi (Resim 1 B2). Yiiksek doz grubunda da ¢ogu seminifer tubullerin limenlerinde
daha yogun inflamatuar hiicreler ve ayni tubullerde, ¢ogu spermatogonyum hiicrelerinde
sisme ve hiicre sitoplazmasinda vakuolizasyon gozlendi (Resim 1 C, C1, C2).

Calisma gruplarindaki siganlarda viicut agirligi, testis agirligt ve gonadosomatik

indeks arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmadi.
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Resim 1. Testis Dokusunda Hematoksilen-Eozin Boyamasi: Kontrol grubunda (Resim 1 A,
Al, A2) seminifer tubullerde normal yap: izlenmektedir. Diisiik doz grubunda (Resim 1 B,
B1l) bazi seminifer tubullerin liimenlerinde inflamatuar hiicreler, Resim 1 B2’de bazi
spermatogonyum hiicrelerinde sisme ve vakuolizasyon, yiiksek doz gruplarinda (Resim 1 C,
C1, C2) tubul liimenlerinde daha yogun inflamatuar hiicreler ve cogu spermatogonyum
hiicrelerinde sisme ve vakuolizasyon goriilmektedir.

®»: Spermatogonyum, =: Sisme ve vakuolizasyon gosteren spermatogonyumlar, 3: Inflamatuar
hiicreler. X400, Bar = 50um. (1), (2) X1000, Bar = 5um.
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Her ii¢ grupta TUNEL boyanan hiicre diizeyi ve kaspaz-3, kaspaz-9, p53, Bax
sayis1 diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (biitiin diizeyler i¢in p= 0.001).

Sonuglar Tablo 1’de gosterilmistir.

Tablo 1. Gruplarda immunohistokimyasal Boyanma Bulgular

Kontrol Grubu Diisiik Doz Grubu Yiiksek Doz Grubu p
Kaspaz-3 39,43 +£ 2,57 90,57 £5,22 120,00 + 12,44 0,001
Kaspaz-9 36,00 + 5,89 38,29+ 4,82 94,57 + 7,50 0,001
p53 46,29 +7.95 94,86 + 11,48 162,29 + 7,95 0,001
Bax 48,00 + 4,32 96,00 + 6,48 119,71 + 6,87 0,001
TUNEL 2,00 £ 0,82 3,86 £1,21 6,71 £ 1,38 0,001

Kontrol grubu ile diger gruplar arasinda yapilan ikili karsilagtirmalar sonucu,
kontrol grubuna gére TUNEL boyanan hiicre diizeyi ve kaspaz-3, kaspaz-9, p53, Bax
sayist diizeyleri, diger gruplarda istatiksel olarak anlamli yiiksek saptandi (p= 0,001).
Yiiksek doz grubu ile diisiik doz grubu karsilastirildiginda da yiiksek doz grubunda biitiin
immunohistokimyasal boyama diizeyleri istatiksel olarak anlamli yiiksek bulundu (p=
0,001).

Kaspaz-3 immunohistokimyasal boyamasinda kontrol grubunun testis dokusunda
zayif reaksiyon gozlendi (Resim 2 A). Diisik doz grubunda o6zellikle spermatidlerde
ortadan kuvvetliye degisen kaspaz-3 ekspresyonu izlenirken (Resim 2 B), yiiksek doz
grubunda spermatidlerde kuvvetli, bazi spermatogonyumlarda ise orta siddette
immunoreaksiyon tespit edildi (Resim 2 C).

Kaspaz-9 immunohistokimyasal boyamasinda kontrol ve diisiik doz gruplarinda
doku genelinde zayif ekspresyon gozlendi (Resim 3 A, 3 B). Yiiksek doz grubunda ise
diger iki gruba gore reaksiyon, seminifer tubullerin primer spermatositlerinde bir miktar

artmist1 (Resim 3 C).
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Resim 2. Kontrol (A), Diisiik Doz (B), Yiiksek Doz (C) Gruplarinda Testis
Dokusunda Kaspaz-3 Immunohistokimya Boyamasi: Kontrol grubunun
(Resim 2 A) testis dokusunda zayif reaksiyon, diisiik doz grubunda (Resim 2
B) spermatidlerde ortadan kuvvetliye degisen kaspaz-3 ekspresyonu, yiiksek
doz grubunda (Resim 2 C) spermatidlerde Kkuvvetli, bazi
spermatogonyumlarda ise orta siddette immunoreaksiyon izlenmektedir.

= Spermatogonyum, »: Primer spermatosit, =: Spermatidler. X400,

Bar = 50um.
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Resim 3. Kontrol (A), Diisiik Doz (B), Yiiksek Doz (C) Gruplarinda Testis
Dokusunda Kaspaz-9 immunohistokimya Boyamasi: Kontrol (Resim 3A) ve
diisiik doz (Resim 3B) gruplarinda doku genelinde zayif ekspresyon, yiiksek
doz grubunda (Resim 3C) seminifer tubullerin primer spermatositlerinde
immunreaksiyonda bir miktar artis izlendi.

= Spermatogonyum, »: Primer spermatosit. X400, Bar = 50um.
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p53 immunohistokimyasal boyamasinda, kontrol grubunda birkag sertoli hiicresinde
kuvvetli reaksiyon belirlendi (Resim 4 A). Diisik doz grubunda, p53 pozitif sertoli
hiicrelerinin sayisinin arttig1 ve bazi spermatidlerde de reaksiyonun oldugu izlendi (Resim
4 B). Yiiksek doz grubunda seminifer tubullerde spermatogonyum ve primer spermatosit
hiicrelerinde ve spermatidlerde oldukc¢a kuvvetli immunoreaksiyon vardi (Resim 4 Cl).
Yine sertoli hiicrelerinde de p53 reaksiyonu ¢ok kuvvetli idi (Resim 4 C2).

Bax immunohistokimyasal boyamasinda kontrol grubunda spermatogonyumlar,
primer spermatositler ve olgun spermatidlerde zayif reaksiyon belirlendi (Resim 5 A).
Diisiik doz grubunda spermatogonyumlarda ve primer spermatositlerde zayif
immunoreaksiyon gozlenirken olgun spermatidlerde ise orta siddette ekspresyon izlendi
(Resim 5 B). Yiiksek doz grubunda ise yine sadece olgun spermatidlerde kuvvetli Bax
reaksiyonu dikkat ¢ekiciydi (Resim 5 C).

TUNEL boyama bulgularinda, kontrol grubunda TUNEL pozitif hiicrelerin
sayisinin olduk¢a az oldugu (Resim 6 A), diisik doz grubunda ise TUNEL pozitif
hiicrelerin sayisinin kontrole gore bir miktar arttig1 belirlendi (Resim 6 B). Yiiksek doz
grubunda ise TUNEL pozitif hiicrelerin sayisinin diger iki gruba gore daha da arttig:
gozlendi (Resim 6 C).
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Resim 4. Kontrol (A), Diisiik Doz (B), Yiiksek Doz (C) Gruplarinda Testis
Dokusunda p53 immunohistokimya Boyamasi: Kontrol grubunda (Resim 4 A)
birka¢ Sertoli hiicresinde kuvvetli reaksiyon belirlendi. Diisiik doz grubunda,
pS3 pozitif sertoli hiicrelerinin sayisinin arttigi ve bazi1 spermatidlerde de
reaksiyon (Resim 4 B), vyiiksek doz grubunda seminifer tubullerde
spermatogonyum ve primer spermatosit hiicrelerinde ve spermatidlerde
olduk¢a Kkuvvetli immunoreaksiyon izlendi (Resim 4 C1). Yine Sertoli
hiicrelerinde de p53 reaksiyonu ¢ok kuvvetli saptandi (Resim 4 C2).

= Spermatogonyum, »: Primer spermatosit, =: Spermatidler, =: Sertoli hiicresi,
X400, Bar = 50um.
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Resim 5. Kontrol (A), Diisiik Doz (B), Yiiksek Doz (C) Gruplarinda Testis
Dokusunda Bax Immunohistokimya Boyamasi: Kontrol grubunda (Resim 5
A) zayif reaksiyon, diisiik doz grubunda (Resim 5 B) spermatogonyumlarda ve
primer spermatositlerde zayif immunoreaksiyon, olgun spermatidlerde ise
orta siddette ekspresyon, yiiksek doz grubunda (Resim 5 C) ise yine sadece
olgun spermatidlerde kuvvetli Bax reaksiyonu izlendi.

3. Olgun spermatidler. X400, Bar = 50um.
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Resim 6. Kontrol (A), Diisiik Doz (B), Yiiksek Doz (C) Gruplarinda Testis
Dokusunda TUNEL Yéntemi ile Inceleme: Kontrol grubu (Resim 6 A)
TUNEL pozitif hiicrelerin sayisinin az oldugu, diisiik doz grubunda (Resim 6
B) ise TUNEL pozitif hiicrelerin sayisimin kontrole gore bir miktar arttigi,
yiiksek doz grubunda (Resim 6 C) ise TUNEL pozitif hiicrelerin sayisinin
diger iki gruba gore daha da arttig: izlendi.

®: TUNEL pozitif hiicreler. X400, Bar = 50um.



5. TARTISMA

Amiodaron, etkin bir antiaritmik ila¢ olmasi nedeniyle supraventrikiiler ve
ventrikiiler tasikardilerin tedavisinde siklikla kullanilmaktadir. Bu nedenle amiodarona
bagli olusan yan etkiler, basta yetiskinlerde hayati tehdit eden akciger toksitesi olmak
tizere daha cok ilgi ¢ekmektedir. Cocukluk ¢agi aritmilerinde baglica tedavi secenegi
antiaritmik ilaglardir. Cocuk hastalar erken yasta ve bazen uzun siireli ila¢ kullanmaya
maruz kalmakta ve bunun sonucunda g¢esitli sistemlerde yan etkilerin ortaya g¢ikmasi
kacinilmaz olmaktadir.

Amiodaronun baslica bilinen yan etkileri kornea, cilt, tiroit bezi, karaciger, akciger,
noromuskuler sistem ve kalp ilizerindedir. Bir¢ok klinik ve deneysel calisma yapilmis
olmasina karsin yan etkilere iligkin altta yatan patojenik mekanizmalar hala tam olarak
aydinlatilamamustir. Ozellikle ¢ocukluk ¢ag1 donemine iliskin ¢alismalar siirli sayidadir.

Amiodaron kullanimina ikincil gelisen histopatolojik degisiklikler inflamatuar
hiicre infiltrasyonu, hiicrelerde sisme, vakuolizasyon, doku iskeletinde bozulma
seklindedir. Calismamizda histolojik degerlendirmede saptanan en belirgin bulgu,
amiodaron verilen siganlarda seminifer tubul limenlerinde doz ile artan yogunlukta
inflamatuar hiicrelerin bulunmasiydi. Yine yiiksek doz grubunda daha belirgin olmak
lizere, amiodaron verilen sicanlarda spermatogonyum hiicrelerinde sisme ve hiicre
sitoplazmasinda vakuolizasyon gozlendi. Amiodaron kullanimina ikincil gelisen,
calismamizdakine benzer histopatolojik bulgular bir¢ok deneysel ¢alismada ve amiodaron
kullanan hastalara ait farkli dokularda gosterilmistir. Jacobs ve arkadaslar1 (44) amiodaron
kullanimina ikincil periferik sinir toksisitesi gelisen hastalardan aldiklar1 sinir dokularini
incelediklerinde,  ¢alismamizdaki  bulgulara  benzer olarak  Schwann  hiicre
sitoplazmalarinda vakuol formasyonu, perindral inflamatuvar hiicre infiltrasyonu,
demiyelinizasyon, hiicrelerde dejenerasyon ve hiicre ici dens graniiller rapor etmislerdir.

Elektron mikroskopi ile de inceledikleri periferik sinir hiicrelerinde elektrodens birikimlere
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ek olarak hiicre ic¢i organellerde azalma saptamislardir. Hiicrelerde gelisen sisme ve
vakuolizasyonun nedeninin amiodaron kullanimi sonucu olusan ilag-fosfolipid birlesiginin
hiicre i¢i birikimi ile lizozomal aktivitenin bozulmasina bagli oldugunu gostermislerdir.
Aksonal dejenerasyonlarda, sitoplazmada hacimsel artis ve hiicre sismesinin de etkili
oldugu belirtilmistir. Calismamizda da, 6zellikle yiiksek doz amiodaron alan sigcanlarda
spermatogonyumlarda sisme ve vakuolizasyon daha yogun goriilmiistiir. Bu ¢alismadan
farkli olarak Pellissier ve arkadaslar1 (66) amiodaron kullanip periferik néropati gelisen
hastalarin sinir dokulariin histopatolojik incelemelerinde inflamatuar hiicre infiltrasyonu
saptamayip perindral ve epindral damarlari normal olarak rapor etmislerdir. Isik
mikroskopi incelemelerinde esas bulgu olarak miyelinazasyonda azalma, ¢esitli oranlarda
miyelin artiklarinin bulunmasi gosterilmistir. Fernando ve arkadaslar1 (67) amiodaron
kullanimi sirasinda myopati gelisen bir hastadan alinan deltoid kas biyopsilerinde
calismamizdakine benzer sekilde, bircok kas lifi hiicresinde kiicliik vakuollerin ve
hiicrelerde sigsmenin eslik ettigi ciddi vakuoler miyopati rapor etmislerdir. Biiyiik
vakuollerin, dejenerasyona ugramis mitokondrileri ve vezikiiler debrisleri igerdigini
gostermislerdir.

Amiodaron kullanan hastalardan alinan farkli dokularda inflamatuar hiicre artisi
siklikla gozlenen bir bulgudur. Bedrossian ve arkadaslari (68) amiodaronun akcigerde
inflamatuar alveolitis, fibrozis, tip II alveoler hiicrelerde hiperplazi olusturdugu,
bronkoalveoler sivi ve transbrongial biyopsi drneklerinde lenfositik infiltrasyon yaptigini,
kopiik hiicrelerinin yer aldigin1 gostermislerdir. Kopiik hiicreleri, histiyosit hiicre
grubundan, hiicre iginde fosfolipid birikimi sonucu olusan inflamatuar bir hiicredir.
Amiodaron, tipik olarak akciger, karaciger, kan ve lenf nodlarinda kopiik hiicrelerine
neden olmaktadir. Fosfolipid birikimi, elektron mikroskopi incelemelerinde lameller
inkliizyon cisimcigi seklinde goziikmektedir (68-70).

Insan tiroit hiicre Kkiiltiir serilerinde, amiodarona bagli hiicrelerde sisme,
diizensizlik, olii hiicrelerde DNA’da azalma gibi dramatik morfolojik degisiklikler
gozlenmistir ve bu durum doz ile iliskili bulunmustur (71). Benzer hiicresel degisiklikler,
amiodaron tedavisi sirasinda karaciger, kalp, deri, kornea ve 16kositler gibi diger dokularda
da goriilmektedir (3). Pitsiavas ve arkadaslarmin (72) yapti§i ¢alismada, sigan tiroit
dokusunda hiicresel dizilimde degisiklikler, apopitozis, nekroz, inkliizyon cisimcikleri,

lipofuksinogenezis, makrofaj infiltrasyonu ve endoplazmik retikulumda sisme seklinde,
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amiodaron alimiyla ile ilgili tiroit sitotoksitesine isaret eden degisiklikler ve ayrica
lenfositik infiltrasyon rapor edilmistir. insan postmortem tiroit dokusunda amiodaron
kullaninmina bagli folikiillerde diizlesme, biiylime ve sisme, folikiillerin makrofajlar
tarafindan infiltrasyonu gosterilmistir (73). Tim bu destiriiktif ve dejeneratif
degisikliklerin 151k mikroskopi incelmelerine yansimasi, tiroit hormon sentezinde azalmaya
bagli folikiiler hiicreler ve llimen arasinda kolloid sivisinin gegisinde bozulma sonucu
olustugu diisiiniilmektedir (73). Bizim ¢alismamizda da diisiik doz grubunda bazi seminifer
tubullerin liimenlerinde inflamatuar hiicrelerinin bulunmasi ayrica bazi spermatogonyum
hiicrelerinde sisme ve hiicre sitoplazmasinda vakuolizasyon; yiiksek doz grubunda da ¢ogu
seminifer tubullerin liimenlerinde daha yogun inflamatuar hiicreler ve ayni tubullerde ¢cogu
spermatogonyum hiicrelerinde sisme ve hiicre sitoplazmasinda vakuolizasyon gézlenmesi
hiicre dejenerasyonunu diisiindiirmektedir.

Amiodaron kullanimimna bagl olarak treme sistemi etkilenmesi olan vakalar da
rapor edilmistir. Gasparich ve arkadaslar1 (50), amiodaron kullanim1 sirasinda epididimit
gelisen hastalardan aldiklar1 epididim dokusunun histopatolojik incelenmesinde fibrozis ve
lenfositik infiltrasyon rapor etmistir.

Sican akciger epitelyal hiicre A549 Kkiiltiirlerinde yapilan c¢aligmalarda
amiodaronun, mitokondriyal membran depolarizasyonu, ATP deplesyonu, propidium iodid
aliminda artis, Annexin-V pozitif hiicrelerde artis ile karakterize hiicre hasarina neden
oldugu gosterilmistir (74). Bargout ve arakadaslari (75) sigan tip II pnomosit hiicre ve
insan A549 alveoler hiicre kiiltiirlerinde, amiodaron ve desetilamiodaronun apopitotik ve
nekrotik etkilerini arastirmistir. Sican tip II pnOmosit hiicrelerin amiodarona bagh
toksisiteye insan A549 alveoler hiicrelerine gore daha duyarli oldugu saptanmis. Bu
durumun sitokrom P-450 monooksijenaz sisteminin tip II pnémosit hiicrelerinde olup,
insan A549 alveoler hiicrelerinde bulunmamasi1 ve buna bagli olarak amiodaronun ve
toksik metabolitlerinin metabolize olamadigi diisiiniilmektedir. Bu ¢alismada doz ile artan
diizeylerde apopitozis gozlenmis ve ortama kaptopril, anjiotensin reseptor antagonisti ve
genis etkili kaspaz inhibitorii konuldugunda amiodarona bagli net hiicre kaybinda azalma
oldugu gozlenmistir. Calismamizda, 6zellikle yiiksek doz grubundaki sicanlarin testis
dokularinda diisiik doz grubuna gore kaspaz-3, kaspaz-9, p53, Bax say1 ve TUNEL pozitif
hiicrelerin diizeylerinin fazla olmasi, olusan apopitozisin dolayisiyla toksisitenin, doz ile

arttigin1 gostermektedir. Choi ve arkadaglarinin (69) calismasinda, L-132 insan akciger
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epitelyal hiicre serilerinde, immunohistokimyasal Ol¢iim ve enzim aktivitesi tespit
yontemleri kullanilarak, amiodaronun apopitotik etkileri ortaya konulmustur. Bu ¢aligmada
TUNEL yontemi ve kaspaz-3 enzim aktivitesi, hiicre i¢ci DNA fragmanlarinin tayini
degerlendirmede yer alan parametrelerdi. Bu sonuglara gore amiodaron, apopitozisi,
muhtemelen Bax bagimli olarak intrensek yolagin etkinlesmesi ve bu yolak iizerinden
kaspaz-3 aktivasyonunu gergeklestirerek uyarmaktadir (69). Caligmamizda literatiirde yer
alan deneysel caligmalara benzer olarak, hem diisiik dozda hem de yiiksek dozda
amiodaron alan sicanlarin testis dokularinin, TUNEL yontemi ve Bax, p53, kaspaz-3,
kaspaz-9 ile immunohistokimyasal olarak incelendiginde yiiksek oranlarda yogun
apopitotik hiicre diizeyine sahip oldugunu saptadik. Calismanin aritmi problemi ve kronik
hastalik modeli olusturulmadan saglikli sicanlar iizerinde yapilmis olmasi, dogrudan
amiodaronun testis tizerine etkilerini ortaya koydugunu diisliniiyoruz. Deneysel ve klinik
calisma sonuclarinin  birlikte yorumlanmasi, mekanizmalarin anlasilmasina katki
saglayacak, muhtemel yan etkilerin yakin takip edilmesi ve miimkiin olanlarin énlenmesi
icin imkan saglayacaktir.

Yetigkinlerde uzun siireli amiodaron kullanimina bagli olarak serum folikiil uyarici
hormon, serum luteinizan hormon diizeylerinde artis, hastalarda serum serbest testosteron
diizeylerinde, libidoda ve seksiiel fonksiyonlarda azalma gibi etkilerin oldugu goriilmiistiir
(51). Serum serbest testosteron diizeylerinde azalma ve folikiil uyarici hormon artisi,
testikiiler disfonksiyona, dolayisiyla bozulmus spermatogenezise isaret etmektedir.
Testikiiler germ hiicre apopitozisi fizyolojik ve devamli olarak hayat boyu meydana gelir
(76). Spermatozoalarin diizenli, programli olarak Olmelerinin iki ana nedeni vardir.
Bunlardan ilki, dollenme sonrasi disi genital yolda fertilizasyonda yer almayacak olan
spermatazoalarin bertaraf edilmesidir. ikincisi ise germ hiicre serisindeki DNA hasar1 olan
hiicrelerin fertilizasyonda yer almamasini saglamaktir. Testikiiler torsiyon, yasam sekli
faktorleri, antioksidanlarin azalmasi, elektromagnetik radyasyon, enfeksiyonlar, diyabet,
doymamis yaglar, ilaglar ve diger toksik maddeler gibi nedenlerle testiste oksidatif stres
artmakta, buna bagli olarak DNA hasar1 olugsmaktadir ve sonrasinda apopitozis
gerceklesmektedir (77).

Cocukluk ¢aginda bir¢ok hormonun etkisi altinda hizli biliylimenin, kilo aliminin,
iskelet sistemi, genital sistemin ve seksiiel fonksiyonlarin gelisimi gz oniine alindiginda

ilaclara bagli olugan istenmeyen etkiler daha da 6nem tagimaktadir. Amiodaron yenidogan
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hastalarda dahil ¢ocukluk ¢agi ve eriskin donemde uzun siire kullanilabilen bir ilagtir (2,
14, 77). Bu hastalarda testis, dolayisiyla {ireme fonksiyonlari {izerine amiodaronun etkileri
bilinmemektedir. Cocuklarda ve yetiskinlerde, iireme ve bir takim endokrin mekanizmada
gorev alan testis dokusunun amiodaronun etkileri agisindan arastirilmasi, ilacin yan etki
profilinin tireme ve endokrin sistemdeki etkilerinin bilinmesine olanak saglayacaktir.
Sonug olarak, bu calismada amiodaron kullanimi ile sigcan testis dokusunda
histopatolojik degisiklikler ve apopitotik etkiler saptanmistir. Amiodaron kullanan
hastalarda ilacin testis dokusu ve erkek fertilitesi lizerine olan etkilerinin hormonal
tetkikler, spermiyogram ve sperm kalitesi belirtecleri ile arastirilmasi konuya katki

saglayacaktir.



6. SONUC VE ONERILER

Bu calismada amiodaronun dozla iligkili olarak, testislerde germ hiicre serisinde
dejenerasyona, apopitozise ve testisde inflamatuar cevaba neden oldugu gosterilmistir.
Biiylime, gelisme ve lireme lizerine olusabilecek kalict yan etkilerin, sonraki donemde
yagsam kalitesini dnemli dl¢lide etkileyecek sonuglar dogurabilecegi géz oniine alinarak
tedavilerin dikkatli planlanmasi gerekmektedir. Bu nedenlerle amiodaron kullanan hastalar
kisa ve uzun donemde hem klinik a¢idan hem de laboratuvar testleri ile yakindan izlenmeli
ve klinisyenler muhtemel riskler acgisindan dikkatli olmalidir. Aritmisi olan hastalarda
hastaligin kendisinin ve kullanilan antiaritmik ilaglarin testis, dolayisiyla iireme sistemi
tizerine etkilerine iligkin mekanizmalarin tam olarak anlasilmasi i¢in daha fazla sayida
arastirmalarin yapilmasina ihtiyag vardir.

Ayrica, amiodaron kullanan hastalarda ilacin testis dokusu ve erkek fertilitesi
izerine olan etkilerinin hormonal tetkikler, spermiyogram ve sperm kalitesi belirtecleri ile

arastirilmasi konuya katki saglayacaktir.



7. OZET

AMIODARONUN SICAN TESTIiSI UZERINE MORFOLOJIK ETKILERININ
INCELENMESI

Amiodaron, diger antiaritmik ajanlara direngli g¢esitli tasiaritmilerin tedavisinde
yaygin olarak kullanilan gii¢lii antiaritmik bir ilagtir. Yan etkilerinin sik goriilmesi tedavide
kullanimini sinirlayan en 6nemli nedenlerden biridir. Bu ¢alismada, amiodaronun sigan
testisleri iizerine morfolojik etkilerinin degerlendirilmesi amag¢lanmistir.

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 testis dokular1 alindi. Testis dokusu immunohistokimyasal ve histolojik olarak
incelendi. Hemotoksilen-eosin boyama doku iskeletini, dejenerasyonunu, TUNEL &l¢timii
ve primer antikorlari ile indirekt immunohistokimyasal boyama apopitozisi belirlemek i¢in
kullanildi.

Testis dokusunun histopatolojik incelenmesinde, seminifer tubul hiicre
limenlerinde, amiodaron alan si¢anlarda kontrol grubuna gére amiodaron dozu ile uyumlu
olarak artan miktarlarda inflamatuar hiicreler, baz1 spermatagonyumlarin sitoplazmasinda
sisme ve vakoulizasyon gdzlendi. Immunohistokimyasal boyama ile kaspaz-3, kaspaz-9,
Bax, p53 ekspresyonunu igeren apopitotik bulgular gosterildi. TUNEL yontemi ile doza
bagimli olarak DNA kiriklarinda artis saptandi.

Bu calismada, amiodaron kullanimi ile sigan testis dokusunda histopatolojik
degisiklikler ve apopitotik etkiler saptanmistir. Amiodaron kullanan hastalarda ilacin testis
dokusu ve erkek fertilitesi tizerine olan etkilerinin hormonal tetkikler, spermiyogram ve
sperm kalitesi belirtecleri ile arastirilmasi konuya katki saglayacaktir.



8. SUMMARY

THE ANALYSIS OF MORPHOLOGICAL EFFECTS OF AMIODARONE ON RAT
TESTIS

Amiodarone is a potent antiarrhythmic drug widely used for the management of
various tachyarrhythmias including refractory to other antiarrhythmic agents. Frequent
occurrence of side effects is the most important factors limiting the drug treatment. The
aim of this study was to evaluate the morphological effects of amiodarone on rat testis.

In the present study, twenty-one male pubertal Spraque Dawney rats were used.
The rats were randomly divided into three groups with seven animals in each group. While
the control group received tap water, low-dose group 20 mg/kg/d and high-dose group
received 200 mg/kg/d amiodarone orally in twice daily. Rats sacrificed after 14 days and
the testes were removed. Testicular tissues was examined with immunohistochemical and
histopathological stains. TUNEL assay and indirect immunohistochemical staining were
performed with primary antibodies for determining apoptosis.

In histopathological examination of testicular tissue inflamatory cells in
seminiferius tubul lumens, swelling and vacuolization in the cytoplasm of some
spermatogonium was determined for increasing concentrations of amiodarone.
Immunohistochemical staining showed apopitotic findings that expression of caspase-3,
caspase-9, Bax, p53 and increased DNA fragmentation was detected via TUNEL assay in a
dose dependent fashion.

In this study, amiodarone dependent histopathological changes and apoptotic
effects was observed in rat testis tissue. The investigation of hormonal tests, semen
analysis and sperm quality markers with effects of the drug on testicular tissue and male
fertility in patients taking amiodarone will contribute to the research topic.
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