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OZET

Doktora Tezi

ADENOZIN TRiFOSFATIN SICANLARDA AMIODARON iLE
INDUKLENEN OKSIDATIF VE INFLAMATUAR AKCiGER HASARINA
ETKIiSi

Enbiya AKSAKAL

Erzincan Binali Yildirim Universitesi
Saglik Bilimleri Enstitiisii
Tibbi Farmakoloji Ana Bilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Halis SULEYMAN

Amacg: Adenozin trifosfatin (ATP) sicanlarda amiodaron ile indiiklenen oksidatif ve
inflamatuar akciger hasarina etkisini biyokimyasal ve histopatolojik olarak aragtirmaktir.

Materyal ve Metot: Deney hayvanlari dort gruba ayrilmistir: saglikli (SG), tek basina
Amiodaron (AMD), Amiodaron+2 mg/kg ATP (AATP-2) ve Amiodaron+4 mg/kg ATP
(AATP-4) verilen gruplar. Amiodaron 50 mg/kg dozda oral yoldan, ATP 2 ve 4 mg/kg dozda
intrapertoneal yoldan 14 giin boyunca verilmistir. Bu siirenin sonunda tiim hayvanlar sakrifiye
edilmis ve akciger dokular1 biyokimyasal ve histopatolojik inceleme i¢in toplanmuistir.

Bulgular: Biyokimyasal bulgularimiz, amiodaronun akciger dokusunda oksidan parametreler
olan malondialdehit (MDA, p<0.001) ve interlokin-6 (IL-6; p<0.001) diizeylerinin artigina,
total glutatyon (tGSH; p<0.001), siiperoksit dismutaz (SOD; p<0.001) ve katalaz (CAT,;
p<0.001) gibi antioksidan diizeylerinin azalmasina yol actigi, ATP 2 mg/kg ile bu degerlerin
daha az etkilendigi ve ATP 4 mg/kg ile bu degerlerin normal grupla benzer oldugunu
gostermistir. Histopatolojik olarak akciger dokularinda; AMD grubunda peribronsiyal yogun
lenfosit infiltrasyonu, interalveolar septada bag dokusu miktarinda artis ve kan damarlarinda
konjesyon tespit edilmistir, ATP’nin akciger dokusunda bu bulgular1 azalltig1 gézlenmistir.
AATP-2 grubunda peribronsiyal alandaki lenfosit infiltrasyonu ve interalveolar septada bag
dokusu yogunlugunda azalma ve kan damarlarinda konjesyonun azaldig1 goriilmistiir. AATP-
4 grubuna ait akciger dokularinin histolojik goriiniimii saglikli gruba yakin bulunmustur.

Sonu¢: Biyokimyasal ve histopatolojik verilerimiz, amiodaronun siganlarin akciger
dokusunda oksidan/antioksidan dengesini bozarak oksidanlar lehine degistirdigini ve hasara
yolagtigim1 gostermektedir. Sonuglarimiz, ATP nin amiodaron ile indiikklenmis oksidatif ve
inflamatuar akciger hasarimin 6nlenmesinde faydali olabilecegini gostermektedir.

2024, 60 sayfa
Anahtar Kelimeler: Akciger hasari, Amiodaron, ATP, Oksidatif stres, Si¢an.



ABSTRACT

PhD Thesis

THE EFFECT OF ADENOSINE TRiPHOSPHATE ON AMiODARONE-
INDUCED OXIiDATIVE AND INFLAMMATORY LUNG DAMAGE IN RATS

Enbiya AKSAKAL

Erzincan Binali Yildirim University
Graduate School of Health Sciences
Department of Pharmacology

Supervisor: Professor Doctor Halis SULEYMAN

Aim: To investigate the biochemical and histopathological effects of adenosine triphosphate
(ATP) on amiodarone-induced oxidative and inflammatory lung damage in rats.

Materials and Methods: Experimental animals were divided into four groups: healthy (HG),
amiodarone alone (AMD), amiodarone+ 2 mg/kg ATP (AATP-2), and amiodarone+ 4 mg/kg
ATP (AATP-4). Amiodarone was administered orally at a dose of 50 mg/kg, and ATP was
administered intraperitoneally at doses of 2 and 4 mg/kg for 14 days. At the end of the
experiment, all animals were sacrificed, and lung tissues were collected for biochemical and
histopathological examination.

Results: Biochemical findings showed that amiodarone increased the levels of oxidative
parameters such as malondialdehyde (MDA; p<0.001) and interleukin-6 (IL-6; p<0.001),
while reducing antioxidant levels, including total glutathione (tGSH; p<0.001), superoxide
dismutase (SOD; p<0.001), and catalase (CAT; p<0.001). ATP administration at 2 mg/kg
resulted in less pronounced changes in these parameters, and ATP at 4 mg/kg restored these
values to levels similar to the healthy group.
Histopathological examination of lung tissues revealed peribronchial dense lymphocyte
infiltration, increased connective tissue in the interalveolar septa, and vascular congestion in
the AMD group. These findings were mitigated by ATP administration. In the AATP-2
group, lymphocyte infiltration in the peribronchial area, connective tissue density in the
interalveolar septa, and vascular congestion were reduced. The histological appearance of
lung tissues in the AATP-4 group was similar to that of the healthy group.

Conclusion: Biochemical and histopathological data demonstrated that amiodarone disrupts
the oxidant/antioxidant balance in lung tissue, shifting it toward oxidants and causing
damage. These results suggest that ATP may be beneficial in preventing amiodarone-induced
oxidative and inflammatory lung damage

2024, 60 pages
Keywords: Amiodarone, ATP, Lung damage, Oxidative stress, Rats.
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1. GIRIS

Amiodaron atriyal fibrilasyon gibi supraventrikiiler ve ventrikiiler tasiaritmilerin
Onlenmesi i¢in yaygin olarak kullanilan sinif III antiaritmik bir ilagtir (Savchuk ve ark.,
2022). Amiodaron atriyal fibrilasyon ataklarinin &nlenmesinde en etkili antiaritmik
ilagtir (Valembois ve ark., 2019). Avrupa Kardiyoloji Dernegi kilavuzlari, sol ventrikiil
ejeksiyon fraksiyonu azalmis kalp yetmezligi (KY) olan hastalar icin ilk ve tek
antiaritmik ilag¢ se¢enegi olarak amiodaronu onermektedir (Hindricks ve ark., 2021).
Antiaritmik etkisi sodyum, potasyum ve kalsiyum kanallar1 yani sira beta blokajdan da
kaynaklanir (Barra ve ark., 2022). Ancak, amiodaron tiroid, akcigerler, karaciger,
gozler, cilt ve merkezi ve periferik sinir sistemi gibi ¢oklu organ toksisitesine neden
olabilmektedir (Turk ve ark., 2015). Yiiksek toksisite profiline ragmen amiodaron halen
atriyal fibrilasyonu olan hastalar i¢in en ¢ok regete edilen antiaritmik ilagtir (Hindricks
ve ark., 2021). Amiodaron pndémonisinde mortalite hastalarin %21 ile %33'inde
goriildiigii rapor edilmistir (Wolkove ve Baltzan, 2009). Hipersensitivite pndmonisi,
alveolar pndmoni veya fibrozis, pleuritis ve bronsiolit obliterans organize pnomoni
dahil olmak fiizere pulmoner toksisite, vakalarin %10-15'ine varan oranlarda ortaya
cikmakta ve taninin gézden kagmasi durumunda Sliimciil sonuglara yol acabilmektedir
(Barra ve ark., 2022). Literatiirlerde amiodaron iligkili akciger hasarini oksidatif stresle
iliskilendiren g¢alismalar bulunmaktadir (Zaki ve ark., 2022). Amiodaron uygulanmasina
bagli hasarli akciger dokusunda malondialdehit (MDA) diizeyinde artis, glutatyon
(GSH) ve total antioksidan diizeyinde azalis gosterilmistir (Ibrahim Fouad 2021).
Ayrica amiodaron akciger hasarinin patogenezinde oksidanlar disinda interlokin-6 (IL-
6) gibi proinflammatuar sitokinlerinde rol aldig1 anlagilmaktadir (Valcheva-Kuzmanova
ve ark., 2014).

Amiodaron iliskili akciger hasarmin patogenezi yeterince agiklanamamistir. Ancak,
literatiirlerde amiodaronun hiicrelerde adenozin trifosfat (ATP) tiikkenmesine neden

oldugu bilgilerine rastlanmaktadir (Betiu ve ark., 2021).



Amiodaronla hiicresel ATP kaybi1 akciger hasarina neden oldugu histopatolojik olarakta
gosterilmistir (Al-Shammari ve ark., 2016). ATP, adenin, riboz sekeri ve ii¢ fosfat
grubundan olusan niikleosit trifosfattir (Dunn ve Grider, 2024). ATP' nin reaktif oksijen
radikal (ROS) siipiiriicii ve temizleyici antioksidanlarin sentezinde istirak ettigi
bilinmektedir (Saquet, 2000). Ayrica, ATP nin disik molekiiler agirlikli
antioksidanlarin sentezi i¢in bir enerji kaynagidir (Yi, 2010). Edinilen bu bilgiler,
amiodaron kaynakli oksidatif ve inflammatuar akciger hasarinin ATP eksikligine bagl
ROS ve proinflammataur mediyatér tretim artis1 ile iliskili olabilecegini isaret
etmektedr. Literatiirlerde ATP’nin amiodaron ile indiiklenen akciger hasarina etkisini
arastiran ¢aligmalara rastlanmadi. Bu nedenle ¢alismamizin amaci, ATP’nin siganlarda
amiodaronun olas1 oksidatif ve inflamatuar akciger hasarina kars1 etkisini biyokimyasal

ve histopatolojik olarak arastirmaktir.



2. GENEL BIiLGILER

Kalp kasmin ritmik ve diizenli kasilmasini saglayan sistem iletim sistemidir. Kalpte
iletim sistemi, sinoatriyal diigiimden diizenli olarak olusan ritmik uyarilarin atriyum
miyokardi, atriyoventrikiiler diigiim, His demeti, sag dal, sol dal ve Purkinje lifleri
iizerinden ventrikiil miyokardma yayilmasindan olusur. iletim sistemindeki bu ritmik
uyarilar silsile halinde miyokardiyal kontrkasiyonlar1 olusturur ve diizenlerler. Kalp kas1
hiicreleri sinir hiicresi benzeri otomatisite yeteneginede sahip olup sinoatriyal
diiglimden baslayarak gelen bu uyarilar sinir dokusu araciligiyla miyokart dokusuna
gecer ve kontraksiyon meydana gelir. Ileti sistemindeki bu uyarilar miyokart
hiicrelerinde istirahat membran potansiyeli degisikliklerine yol acgarak kontraktil
fonksiyonlar1 etkiler. Bu diizende hiicre i¢i ve hiicre dis1 sodyum, kalsiyum, potasyum,
klor gibi ¢esitli elektrolitlerin dengesi, ileti sonras1 kontraktil durumun siirdiiriilebilmesi

icin 6nemli degiskenlerdir.

Kalp hiicrelerinin istirahat membran potansiyeli -90 miliVolt civaridir. Cesitli uyarilar
(kimyasal veya elektiriki nedenli) sonucu bu potansiyel -65 miliVolt’a yiikseldiginde
aksiyon potansiyeli meydana gelir. {letim sisteminde ardisik devam eden diizenin gesitli
nedenlerle etkilenmesi, otomatisitenin bozulmasina, aksiyon poatnsiyeli ve refrakter
peryot degisikliklerine yol acarak asenkroni ve aritmiye yol agar (Brugada ve ark.,
2020).

Ileti sistemin diizenli calismas1 sadece bu ritim diizenleyici sitemin kontroliinde
degildir. Koroner kalp damarlarinda meydana obstriiksiyonlar miyokart dokusunda
iskemiye neden oldugu gibi ileti sistemininde iskemik durumlara maruz kalmasina be
buna bagl fonksiyon kaybi veya degisikliklerine yol agar. Iskemi ve buna bagli hipoksi,
hem ileti sisteminde hemde miyokart dokusunda olumsuz etkilere yol acarak ritmik
iletilerin bozulmasina ve aritmik durumlara yol agabilir. Bunlarin disinda cesitli
konjenital hastaliklar, miyart dokusunda kanalopatiler, aksesuar ileti yollar1 gibi

nedenlerle de aritmiler olusabilir. (Kowey ve ark., 2000).

Aritmik durumlar basit ekstra-atriyal ve ekstra-ventrikiiler atimlar olabilecegi gibi,
atriyal aritmiler, ventrikiiler aritmiler, 1.-2. derece atriyoventrikiiler kalp bloklar1 veya

3. derece (tam kalp blogu) seklinde olabilir. Hafif dereceli aritmiler genellikle klinik



olarak hayati tehlikeler olsturmazlar ancak ciddi aritmiler hemodinamik olarak 6nemli
olabilir ve mortaliteye neden olabilir. Bu nedenle aritmilerin tibbi tedavisi 6énemli ve
hayat kurtaricidir. Antiaritmik ilaglar genellikle kalp hizinin arttig1 tasiaritmiler i¢in
kullanilmaktadir. Antiaritmik ilaglarin siniflamasi ilag molekiillerinin kalp ileti
sistemindeki elektrofizyolojik etkilerine gore diizenlenmistir. Bu elektrofizyolojik
etkiler deney hayvanlarinin normal miyokart dokusunda goézlenen degisikliklerdir. Kalp
ritim bozukluklarinda siniis ritmini saglamak veya kalp hizin1 kontrol altina almak i¢in

antiaritmik ilaglar kullanilir.
2.1. Antiaritmik ilaclar

Antiaritmik ilaclar ¢esitli kardiyak aritmilerin tedavisinde kullanilan ajanlardir.
Gelistirilen elektrofizyolojik ve ritim kontrol cihazlari ile tedavilere ragmen antiaritmik
ilaglarin kullanimi kardiyak aritmilerin tedavisinde halen 6nemli bir yer tutmaktadir.
Bagta atrial fibrilasyon olmak iizere supraventrikiiler ve ventrikiiler aritmilerde
antiaritmik ila¢ kullanimi1 giincelligini korumaktadir. Son 25 yilda antiaritmik ajan
sayisinda artan say1 dikkat cekmektedir. Gelisen teknolojiyle antiaritmik ajanlarin non-

kardiyak yan etkilerinin azaltilmas1 amaglanmaktadir.

Antiaritmik ilaglar i¢in birka¢ siniflama bulunsa da en yaygin olarak kullanilani
Vaughan Williams tarafindan olusturulmus olan siniflamadir (Kowey ve ark., 2000). Bu
siniflama dort gruptan olusmaktadir. Sinif 1 antiaritmikler hiicre i¢ine hizli sodyum
akigin1 saglayan kanali bloke eden ilaglardan olugmaktadir. Fakat daha sonra yapilan
aragtirmalar Siif 1 antiaritmik ilaglarin hepsinin sodyum kanali iizerinde esit etkiye
sebep olmadig1 goriilmiistiir. Bu sebeple Sinif 1 antiaritmik ilaglar 1A,1B ve 1C olacak
sekilde smiflandirilmistir. Simif 1A antiaritmik ilaglar aksiyon potansiyelini uzatma
etkinligine de sahiptir. Smif 1B grubu ilaglar az da olsa repolarizasyon siiresini
kisaltabilir. Sinif 1C antiaritmiklerin repolarizasyon siiresi iizerine etkinligi yoktur.
Ancak 1A,1B ve 1C gruplar goz oniine alindiginda aksiyon potansiyeli faz 0 {izerinde
en glclii etkinlige sahiptir. Sinif 2 antiaritmikler beta adrenerjik blokaj ile etkinlik
gosterirler. Sinif 3 antiaritmik ilaclar iki temel yolla etki gdsterebilir. Ya hiicre disina
potasyum akisin1 saglayan kanallarim1 bloke ederek ya da hiicre i¢ine yavas sodyum

akisini arttirarak etkinlik gosterir.



Bu yol ile Smf 3 antiaritmik ilaglar aksiyon potansiyelini siiresini uzatarak
repolarazasyon siiresinde uzamaya sebep olur. Sinif 4 antiaritmik ilaglar hiicre igine
dogru akis saglayan kalsiyum kanallarin1 bloke ederek sinoatrial nod ve atrioventrikiiler
nod gibi temel kardiyak ileti yapilar1 iizerine baskilayici etkinlige sahiptir (Hondeghem,
1987).

2.1.1. Antiaritmik flaclari Siiflamasi

Sinif 1 Antiaritmikler:

Sinif 1 antiaritmiklerin etkisi miyokart hiicrelerindeki sodyum kanallar1 araciligiyla
olmaktadir, hiicreye sodyum girisini yavaslatarak faz 0’1 uzatarak aksiyon potansiyelini
azaltirlar. Sinoatriyal ve atriyoventrikiiler nod {izerine etkileri zayiftir. Siuf 1
antiaritmiklerin onciilii kinidindir. Siif 1 antiaritmikler kendi ig¢erisinde 1A,1B ve 1C

olarak ii¢ sinifa ayrilmaktadir. Ozetle sodyum kanal blokaji1 yaparak etkinlik gdsterirler:
Simif 1A Antiaritmikler:

Ilimli diizeyde sodyum kanallar {izerine etkisi sayesinde aksiyon potansiyel siiresini
uzatir. Bu grupta kinidin, ajmalin, prakainamid ve disopramid yer almaktadir. Bu
gruptaki ilaglar Ozellikle ventrikiiler tagikardi ve paroksismal atriyal fibrilasyon

ataklarinda kullanilmaktadir (Kowey ve ark., 2000).

Kinidin, kinin’in izomeridir, istirahat potansiyelini etkilemeden esik potansiyeli
yukselterek miyokart hiicre uyarilabilirligini azaltir. QT siiresini uzatarak torsades de
pointes tipi ventrikiiler aritmiye egilimi arttirabilir. Kinidin diger antiaritmiklere gore

daha az tercih edilmektedir.

Prokainamid’in ileti sistemi {izerine etkileri kinidine benzerdir, pre-eksitasyon
sendromunun eslik ettigi atriyal fibrilasyon ataklarinda kullanilabilir. Dizopiramid,
aksiyon potansiyeli sliresi ve refrakter peryot siiresini uzatarak etki eder, klinik kullanim
dozlarinda QT siiresini etkilemez, ancak debiyi diisiirerek hipotansif etki yapabilir,
Gruptaki tiim ilaglar QT intervalini uzatabilir (Ortiz ve ark., 2017).

Smif 1 antiaritmiklerin klinikte kullanim1 ¢ok yogun olmadigindan yan etki insidansida

distiktiir.



Sinif 1B Antiaritmikler:

Sodyum kanallar1 iizerine ciddi bir etkiye sahip degildir. Bu sebeple aksiyon
potansiyelini ya ¢ok az uzatir ya da hi¢ uzatmaz. Bu grupta lidokain, meksiletin ve
tokainid yer almaktadir. Miyokard enfarktiisii sonrasi goriilen ventrikiiler aritmilerde
etkinligi bulunmaktadir. Ancak ventrikiiler aritmiyi tedavi ederken asistoli gelistirme

ihtimali dikkate alinmalidir (Hondeghem, 1987).

Lidokain, lokal anestezik olmakla birlikte spontan diyastolik depolarizasyon hizini
yavaglatarak antiaritmik etki gosterir, atriyal aritmiler {lizerine etkisizdir, karacigerden
ilk gecis etkisi nedeniyle biiylik oranda inaktive olur bu yiizden intravendz kullanilir,
miyokard infarktiisii sonrasi gelisen ventrikiiler aritmilerde siklikla kullanilmaktadir,
ancak antiaritmik olarak profilatik kullanimi Onerilmemektedir, karaciger fonksiyon
bozuklugu olanlarda dozu azaltilmahdir, santral sinir sitemi yan etkileri de

goriilebilmektedir (Mitchell ve ark., 1989).

Meksiletin, etkileri lidokaine benzer olmakla birlikte oral kullanim avantaji vardir,
siklikla akut miyokard infarktiisii sonras1 aritmilerde kullanilir, lidokainin etkisiz oldugu

durumlarda tercih edilen bir antiaritmiktir (Mitchell ve ark., 1989).
Sinif 1C Antiaritmikler:

Sodyum kanallar1 iizerine potent etkiye sahiptir. Ancak aksiyon potansiyel siiresi
uzatma lizerine etkinligi ya ¢ok azdir ya da hi¢ yoktur. Bu grupta enkainid, flekainid,
propofenon ve morikizin yer almaktadir. Ventrikiiler ekstrasistol, nonsustained
ventrikiiler tasikardi ve paroksismal atriyal fibrilasyon goriilen hastalarda uygulanabilir.
Ancak miyokard enfarktiisii sonrasi1 akut donemde kullanilmasi tavsiye edilmez

(Kowey ve ark., 2000).

Propafenon, bu grubun siklikla kullanilan molekiiliidiir, beta bloker, kalsiyum kanal
blokeri ve amiodaron benzeri etkileri olan genis spektrumlu bir antiaritmiktir, 5 hidroksi
metaboliti aktif formudur, diger kullanimlara ek olarak Wolf Parkinson White

sendromundaki aritmilerde kullanim avantaji1 vardir.



Flekainid’in etki mekanizmasi ve klinik kullanimi lidokaine benzer ve aksesuar yol
aracilt aritmiler ve ventrikiiler aritmilerde kullanilmaktadir. Bu grup antiaritmiklerden

Enkainid’in klinik kullanim1 yoktur (Hondeghem, 1987).

Sinif 2 Antiaritmikler:

Beta adrenerjik blokdrler bu grupta yer alirlar. Karvedilol, propronolol, esmolol,
timolol, metoprolol, atenolol, bisoprolol ve nebivolol bu grupta yer alan ilaglardir. Bu
grupta yer alan ilaglarin bazilar1 hem miyokard enfarktiisii hemde kalp yetersizliginde
mortalite azaltmasi ile bilinmektedir. Cogu 1srarci tagikardi ataklarinda oral olarak
kullanilmaktadir. Bu grupta yer alan propranololiin ayn1 zamanda sodyum kanal blokaj1

etkinligide vardir (Hondeghem, 1987).

Propranolol, smif 2 antiaritmiklerin prototipi ve en yogun kullanilanlarindan biridir,
betabloker olamkla birlikte kinidin benzeri etkileri vardir, PR siiresini uaztir ancak QT
siiresini kisaltir, bu ylizden uzun QT sendromu durumlarinda kontrollii bir sekilde
kullanilabilir, oral kullanimimda karacigerden ilk gecis etkisi nedeniyle biiyiik oranda
inaktive edilir, stres ve heyecan durumlarindaki ventrikiiler ekstrasitollerde kullanimi
myaygindir, negatif inotropik etisi nedeniyle akut miyokart infarktiisiinde antiaritmik
olarak tercih edilmez. Metoprolol, klinik kullanimda propranolole gore da sik tercih
edilen bir betabloker halini almistir, akut miyokart infarktiisii sonras1 donemde
mortaliteyi azaltici etkisi nedeniyle kullanimi yogunlasmistir, kalp yetmezliginde de
negatif kronotropik etkisi nedeniyle sik tercih edilen bir antiaritmiktir (Kowey ve ark.,
2000).

Simif 3 Antiaritmikler:

Hiicre disina potasyum kanalini bloke ederek hiicre disina potasyum cikisini azaltir
boylece aksiyon potansiyelini uzatarak etki gdosterir. Bu grupta amiodaron, sotalol,
ibutilid, dofetilid ve dronedaron yer almaktadir. Sotalol atriyal fibrilasyon ve ventrikiiler
tasikardi ataklarinda kullanilabilir. ibutilid &zellikle paroksismal atriyal fibrilasyon
tizerine etki ederken, amiodaron atriyal fibrilasyon ve hemodinamik agidan stabil

ventrikiiler tasikardi ataklarinda kullanilmaktadir.



Dronaderon, yapisal olarak amiodarona benzer, iyot icermez, yan etkileri amiodarona
gore daha azdir, ancak klinik etkiside amiodarondan zayiftir, atriyal fibrilasyonu siniis
ritmine dondlirme ve devam ettirme etkisi daha zayiftir. Sotalol, simif 3 antiaritmik
olmakla birlikte betabloker etkiside 6n plandadir, digerlerine gore proaritmik etkisi daha
azdir, kalp cerrahisi sonras1 gelisen aritmilerde, re-entran tasikardilerde ve ventrikiiler
aritmilerde kullanilmaktadir. Dofetilid ve Ibutilid atriyal fibrilasyon ve atriyal flatter

tedavisinde kullanilan antiaritmiklerdir (Kowey ve ark., 2000).

Sinif 4 Antiaritmikler:

Bu grupta yer alan antiaritmik ajanlar kalsiyum kanal blokorleridir, sinoatriyal ve
atriyoventrikiiler diigiim tizerine etkilidirler. Bu grupta verapamil ve diltiazem yer
almaktadir. Supraventrikiiler tagikardi ataklarinda etkinlik gostermesinin yaninda atriyal

fibrilasyon hastalarinda ventrikiiler hiz kontrolii i¢in kullanilmaktadir.

Verapamil, bu grubun prototipidir, akut gelisen supraventrikiiler tasikardilerin
intravenoz yolla tedaviisnde siklikla kullanilmakta olup bu durumlarda oldukga etkili
molekiildiir, oral yoldan antianginal ve antihipertansif ila¢ olarak kullanimi yaygindir,
betablokerlerle kombinasyondan kaginilmalidir (De Vecchis ve ark., 2019).

2.2. Amiodaron

Atriyal ve ventrikiiler aritmilerin dnlenmesi ve tedavisi i¢in siklikla kullanilan bir sinif 3
antiaritmiktir. Sinif 3 antiaritmik olarak gruplandirilmakla beraber diger smiflarinda
etkisine sahip oldugundan genis etkili bir antiaritmiktir. Ozellikle yiiksek riskli
aritmilerde ve oliimciil aritmilerde intravenoz veya oral olarak kullanilabilen etkili bir
molekiildiir. Ventrikiiler tagikardilerde siklikla kullanilmaktadir. Atriyal fibrilasyonun
siniis ritmine donderilmesinde ve saglanan siniis ritminin siirdiiriilmesinde intravendz ve
oral yolla kullanilmaktadir. Ozellikle miyokardiyal iskemiye bagli aritmilerin
tedavisinde ¢ok etkili bir antiaritmiktir. Kalp yetmezliginde meydana gelen malign
aritmiler (sustained ventrikiiler tasikardi, ventrikiiler fibrilasyon) i¢in kullanilan tek

antiaritmiktir (Gwag ve ark., 2018).

Amiodaron, kardiyak aritmilerin tedavisinde olumlu etkilerinin yani sira uzun siireli

tedavi ile ekstrakardiyak organlarda ¢esitli yan etkilere neden olabilmektedir. Bu



nedenle uzun siireli kullanim1 sirasinda meydana gelebilecek yan etkileri konusunda
biiyiik bir dikkat gerekmektedir. Her ne kadar yakin izlem ve uygun doz ayarlamasi yan
etki ihtimali tizerine olumlu yansimalarda bulunsa da kalp dis1 organlarda meydana
gelen olumsuz etkilerin yonetimi tartismalidir (Haverkamp ve ark., 2017; Vaughan
Williams, 1984).

2.2.1. Etki Mekanizmasi

Amiodaron, kardiyak aksiyon potansiyelini arttiran potasyum kanal blokajina sebep
olmasiyla Vaughan Williams siniflamasinda sinif 3 antiaritmik olarak yer almaktadir.
Ancak amiodaronun etkileri potasyum kanal blokajinin 6tesinde yer almaktadir. Ciinkii
ayni zamanda aksiyon potansiyeli faz 0 sodyum kanallar1 iizerine etki ederek smif 1
antiaritmiklerin 6zelliklerini sergiler. Ayn1 zamanda rekabet¢i olmayan beta adrenerjik
reseptor blokaji ve L tipi kalsiyum kanal blokaj1 yapmaktadir (Smif 2 ve 4 etki). Aslinda
amiodaron kullanimi1 sonrasi akut donemde sodyum kanal blokaji, beta blokaj ve
kalsiyum kanal blokaji 6n plandadir. Smif 3 antiaritmik 6zelliklerini akut yiikleme
dozunun ardindan ortaya cikan desetilamiodaronun adli aktif metaboliti sayesinde
gostermektedir (Kodama ve ark., 1997; Mitchell ve ark., 1989). Tiim bu etki yolaklari
ventrikiiler ve atriyal aritmilerde genis bir kullanim alanmi1 saglamaktadir, ancak
molekiiliin multiorgan olumsuz etkileri bu kullanimi daraltmakta ve dikkatli takip

edilmesini gerektirmektedir.

Iskemik durumlar miyokardiyal hiicrelerde ATP diizeyini diisiiriir bu da ATP bagiml
potasyum kanallarinin fonksiyonlarin1 bozar ve bu siire¢ ventrikiil fibrilasyon gibi
Oliimciil aritmilere yol agabilir, amiodaron iskeminin indiikledigi bu kanallar1 kapatarak
ventrikiiler fibrilasyon olusumunu engellemekte etkili bir ajandir. Amiodaron
vasodilator etkileri edeniyle intravendz uygulamlarda hipotansiyona neden olabilir

(Gwag ve ark., 2018).
2.2.2. Farmakokinetik Ozellikleri

Amiodaronun oral emilimi yaklasik %30-50 oraninda gerceklesmektedir. Yag icerigi
zengin bir diyetle emilim miktar1 artmaktadir. Emilim sonras1 karacigerde

desetilamiodarona metabolize edilir. Amiodaron vaskiiler dokuya 24 saatte, solid organa



7 giinde ve yag dokusuna emilimden sonraki 4 haftada dagilim gosterir. Viicutta
yaklasik 50-60 giinliik bir yar1 émre sahiptir (Holt ve ark., 1983; Mitchell ve ark.,
1989). Bu durum amiodaron replasman tedavisi kesilmesine ragmen ilacin viicuttaki
etkisinin devam ettigine isaret eder. Asir1 doz veya toksite durumlarinda oral
kolestiramin verilmesi enterohepatik sirkiilasyona etkileri ile faydali olur ve toksiteyi

azaltir.
2.2.3. Kullanim Endikasyonlari

Ventrikiiler aritmiler

ARREST ve ALIVE calismasinda hastaneye basvuru Oncesi ventrikiiler fibrilasyon
goriilen hastalarda amiodaron kullaniminin daha yiiksek bir sag kalim ile iligkili oldugu
gosterilmisti (Dorian ve ark., 2002; Kudenchuk ve ark., 1999). Yine ayn1 zamanda
hemodinamik ag¢idan stabil olan ventrikiiler tasikardide prokainamid amiodarona gore
daha olumlu sonuglara sahip olsa da doktorlarin genel uygulama aligkanlig1 géz 6niine
alininca hala daha siklikla kullanilmaktadir. Nonsustained ve sustained ventrikiiler
tasikardide, tedavi sonrasi niiks ventrikiiler tasikardi ve ventrikiiler fibrilasyonda en
etkili ilaglardan biridir. Sik ve hemodinamik sikayetlere neden olan ventrikiiler
ekstrasistol durumlarinda da son derece etkili olup siklikla kullanilmaktadir. Ventrikiiler
tasikardi ve ventrikiiler fibrilasyonun akut sonlandirma tedavisinde parenteral olarak en
sik kullanilan ve en etkili ilaglardan biridir. Akut miyokard infarktiisii sirasinda ve
sonrasinda gelisen malign ventrikiiler aritmilerde en Onemli antiaritmik olarak
amiodaron kullanilmaktadir. Siif Ia aniaritmiklerin neden oldugu torsade de pointes
durumlarinda da amiodaron etkili bir tedavi olmaktadir (Ortiz ve ark., 2017). Ek olarak
implante edilebilir kardiyoverter defibrilatér implante edilen hastalarda tekrarlayan
cihaz soklamasini 6nlemek i¢in yaygin olarak amiodaron kullanilmaktadir. Kardiyak
arrest sonrasit tedaviye cevap vermeyen ventrikiiler fibrilasyonda da amiodaron

parenteral tedavide kullanilmaktadir (Connolly ve ark., 2006).

Atriyal fibrilasyon

Amiodaron atriyal fibrilasyonun akut ataklarinda ritim kontrolii igin elektriksel
kardiyoversiyona bir alternatif olarak kullanilabilmektedir. Atriyal fibrilasyonda akut

ritim kontroliinde elektriksel kardiyoversiyonun tek basina basari sansi yiiksektir. Bazi
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hastalar sedasyon kullanilmasi gibi sebeplerle elektriksel kardiyoversiyon yapilmasini
kabul etmeyebilir. Bu sebeple amiodaron 6n plana ¢ikmakla birlikte ek olarak elektrisel
kardiyoversiyon sonrasi ritim kontroliiniin siirdiiriilmesi i¢in amiodaron fayda
saglamaktadir (Chevalier ve ark., 2003; January ve ark., 2019). Propofenon ya da
flekainid kullanim kolaylig1 ve yiiksek ritim kontrol orani sebebiyle amiodarondan
listlin goriilebilir. Ancak yapisal kalp hastaligi olan hastalar gbz oniine alindiginda
amiodaron ozellikle iskemik kalp hastaligi olan hastalarda 6n plana ¢ikmaktadir (Gwag

ve ark., 2018).

Diger supraventrikiiler aritmiler

Hiz kontrolii saglanmis atriyal flutter, atriyoventrikiiler ve atriyoventrikiiler nodal re-
entry tasikardilerde on planda katater ablasyon onerilmektedir (Brugada ve ark., 2020).
Ancak ko-morbiditeleri yiiksek katater ablasyona uygun olmayan hastalarda
amiodaronun etkinliginden faydalanilabilir. Aritmilerin siniis ritmine ¢evrilmesinde ve
siniis ritminin devamliliginin saglanmasinda amiodaron etkili bir molekiildiir (Clemo ve

ark., 1998).
2.2.4. Amiodaron Dozu

Ventrikiiler aritmi dozu

Ventrikiiler fibrilasyon ve hemodinamik stabilitesi olmayan ventrikiiler tasikardi
ataklarinda oral kullanimdan ziyade hizli etkinlik dolayisiyla intravendz ya da
intraossedz tercih edilmelidir. Yikleme dozu 150-300 mg olarak verilmelidir. Ardindan
Img/kg olacak sekilde 6 saat inflizyon ve sonrasinda en az 18 saat 0.5mg/kg olarak
ayarlanmalidir. Hemodinamik stabil hastalarda yilikleme dozu 150 mg verilerek
sonrasindaki infiizyon dozu ve siiresi hemodinamik stabil olmayan ventrikiiler tagikardi
ile aym dozlarda verilmelidir (Al-Khatib ve ark., 2018). Karaciger yetmezliginde doz
ayarlamasi i¢in bir rehber yoktur. Ancak ilacin ilk gecis organi oldugu gbz Oniine
alindiginda diisiik doz uygulanmasi toksisiteye karst bir 6nlem olabilir. Tedavi sirasinda
karaciger fonksiyon testlerinin diizenli olarak takip edilmesi gereklidir. Bobrek
yetemzligi i¢in doz ayarlanmasi gerekmemektedir (Lewis ve Stine, 2013). Oral alim
dozu intravendz dozun verilme siiresine bagli olarak degismektedir. 1 haftanin altinda

intravendz tedavi alan hastalarda 800-1600 mg, 1-3 hafta intavendz alanlarda 600-800
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mg, 3 haftadan fazla siirede intravendz tedavi alanlarda doz 400 mg olarak

belirlenmelidir (Arnouk ve ark., 2019).

Atriyal aritmi dozu

Atriyal aritmiler i¢inde ventrikiiler tasikardiler ile benzer amiodaron parenteral yiikleme
stratejisi benimsenebilmekle birlikte atriyal fibrilasyonda ritim kontrolii i¢in 200 mg
oral kullanim tercih edilir. Yashh hastalarda bu doz giinlik 100 mg’a diisiilebilir
(Sandler, 1992). Atriyal fibrilasyonun siniis ritmine ¢evrilmesi ve siniis ritminin
stabilitesinin saglanmasi i¢in amiodaron parenteral ve oral tedavilerde etkili
antiaritmiktir. Oral tedavide optimal antiaritmik etkiye ulagilmasi i¢in 1 hafta 3x200 mg
takiibinde 4-8 hafta 2x200 mg ve devaminda 1x200 mg kullanimi siklikla yeterli
olmaktadir. Antiaritmik etki tedavi amiodaron baslandiktan 1-2 hafta sonra belirgin hale
gelmektedir (Arnouk ve ark., 2019).

2.2.5. Amiodaron Ila¢ Etkilesimi

Kardiyak ilaclarla etkilesim

QT intervalini uzatma ihtimalinden dolay1r kinidin, prokainamid gibi smif 1A
antiaritmik ilaglar ile amiodaronun beraber kullanimi tavsiye edilmemektedir. Yine QT
intervalindeki uzamadan dolay1 amiodaron ile diger sinif 3 antiaritmik ilaglarin beraber
kullanim1 Onerilmemektedir. Amiodaron ile birlikte beta blokor ve kalsiyum kanal
blokdrlerin  kullanim1 siniis ve atriyoventrikiiler blok riskinden dolay1 dikkatle
kullanilmalidir (Antonelli ve ark., 2005; Hauser ve ark.,, 2003). Amiodaronun
digitallerle beraber kullanimi serum digital diizeyini yikseltir ve bu yolla digoksin
toksisitesi riski artabilir (Nademanee ve ark., 1984). Flekainidin sitokrom P450 (CYP)-
2D6 yoluyla karacigerde metabolizmaya ugradigi géz oniine alininca amiodaron ile
birlikte kullaniminda %50 doz azaltilmasi1 gerekebilir (Shea ve ark., 1986).
Amiodaronun CYP3A4 {izerinde inhibisyon etkinligi bulunmaktadir. Bu yolak
tizerinden metabolize olan atorvastatin ve simvastatinin amoidaron ile birlikte kullanimi
bu statin grubu ilaglarin serum konsantrasyonunu arttirabilir. Statin grubu ilaglarin
yiiksek serum konsatrasyonlarinin miyopati riskini dogurabilir. Bu sebeple amiodaron
etkilesimi olmayan pitavastatin, amiodaron kullanan hastalarda lipit diisliriicii ajan

olarak kullanilabilir (Becquemont ve ark., 2007). Amiodaronun CYP2C9 ve CYP3A4
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tizerindeki etkinligi sebebiyle birlikte kullanildiginda varfarinin kan konsatrasyonu
yiikselebilir. Varfarin ve amiodaron beraber kullaniminda varfarin giinliik kullanim
dozunun %50 oraninda azaltilmasi ve uluslararasi normallestirilmis degerin yakindan

izlenmesi onerilir (Holm ve ark., 2017).

Non-kardiyak ilaglarla etkilesim

Amiodaronun QT intervalini uzatici diger ilaglarla kullanimi tavsiye edilmemektedir.
Ciinkii bu kombinasyonun kullanim1 R on T fenomenine sebebiyet verebilir. Safra asidi
seketrasyonlar1 amiodaronun emilimini azaltabilir (Nitsch ve Luderitz, 1986). indinavir
ve ritonavir gibi antiviral ilaglar amiodaronun etkinligi arttirmasi sebebiyle bu
kombinasyon Onerilmemektedir (Lohman ve ark., 1999). Amiodaron CYP2D6 ve
CYP3A4 inhibisyonuna neden olarak doksarubisin kan diizeyini arttirabilir. Bu grup
hastalarda yakin izlem tavsiye edilmektedir (Chauffert ve ark., 1986).

2.2.6. Amiodaron Yan etkileri ve Toksisite

Amiodaronun bircok aritmide etkili ve faydali olmasi sik kullanimini cazip hale
getirmekle birlikte yaygin yan etki profili ve bazen ciddi olumsuz sonuglar ilacin rutin
kullanimini kisitlamaktadir. Amiodaron hafif semptomlardan ciddi organ toksisitesine
kadar gesitli etkilerlerde bulunabilir. Hafif toksisite halinde bulanti, kusma ve tat almada
bozulmaya sebep olabilirken ciddi toksisite halinde hepatoksisite ve pulmoner
toksisiteye sebep olabilir. Bu durumlarda ilacin kesilmesi ya da doz azaltilma yoluna

gidilebilir (Hamilton ve ark., 2020).

Amiodaron siklikla kalp, akciger, tiroid, karaciger, goz ve deride 6nemli yan etkilere

sebep olabilmektedir.
Tiroid

Amiodaron tiroid ilizerine etkilerinin patofizyolojisi hala net degildir. Ancak en olasi
mekanizma tiroid hormonlarinin yikimina sebep olan iyodotironin deiyodinaz ile
amiodaronun etkilesimidir. Bu etkilesim ile serum T2 azalir, serum T4 diiser, serum T3
seviyeleri tersine doner. Ek olarak tiroid uyarici hormonda hafif yiikselmelere sebep

olur. Amiodaronun tiroid {iizerine etkisi hipotiroidi ya da tirotoksikoz olarak
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gozlemlenebilir. Amiodaron kaynali hipotiroidi olgular1 erken ortaya ¢ikmakla birlikte
bazen 39 ay gibi gec bir siirede de gozlenebilir ve bu durumun goriildiigii en agir tablo
miks 8dem komasidir. Amiodaron kaynakl1 hipertiroidi iki sekilde yansiyabilir. Ilki iyot
varligina sekonder meydana gelebilen asir1 hormon iiretimi, ikinci sebep ise tiroid
bezinde meydana gelen hasar ve yikimdir (Basaria ve Cooper, 2005; Trohman ve ark.,
2019).

Amiodaron kullanan hastalarda tiroit fonksiyonlar1 alti aylik periotlarla kontrol
edilmelidir. Tiroid uyarict hormon ve serbest T4 tetkiki bakilmalidir. Takipleri sirasinda
hipotiroidizm gelisen hastalarda L-tiroksin tedavisi baslanabilir. Hipotiroidizm riski
amiodaron birakildiktan sonra 8 ay boyunca siirebilir. Ventrikiiler tasikardi sebebiyle
amiodaron baglanan ve hipotiroidi gelisen hastalarda amiodaron kesilmesinden
kacinilmalidir. Bunun yerine hipotiroidzmin tedavi edilmesi 6n planda tutulmalidir.
Atriyal fibrilasyon ya da diger supraventrikiiler tasikardi sebebiyle amiodaron verilen
hastalarda baska antiaritmik verilme sansi varsa verilip amiodaron kesilmelidir.
Tirotoksikoz gelismesi halinde durum hipotiroididen biraz farklilagmaktadir. Tiroid
hormonun asir1 iretimi sebebiyle gelisen tirotoksikozda amiodaron kesilip
propiltiourasil veya metilprednizolon baslanmalidir. Ancak tiroid bezinde yikim
nedeniyle tirotoksikoz gelistiyse amiodaron devam edilip, prednizolon baslanmalidir.
Sayet 1-2 ay igerisinde tiroid fonksiyonlari normallesmiyorsa o zaman amiodaron
kesilebilir. Amiodarona bagl hipotiroidide diffiiz hiperplazi olmaz siklikla folikiillerde
parcalanmayla seyreder. Zaten hipotiroidi veya hipertiroidi olan hastalarda amiodaron
tedavisi onerilmez (Basaria ve Cooper, 2005; Goldschlager ve ark., 2007; Trohman ve
ark., 2019).

Karaciger

Karaciger etkilenimi ¢ogunlukla hafif diizeyde transaminaz (ALT, AST) yiiksekligi ile
kendini gostermektedir. Ancak ¢ok az olguda karaciger yetmezligine sebep olmaktadir
(Gayam ve ark., 2018). Yapilan bir meta-analizde normal popiilasyona kiyasla
amiodaron kullanan hastalarda hepatotoksisite yaklasik 2.3 kat artmaktadir (Ruzieh ve
ark., 2019).
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Toksisiteden kaginmak icin 6 aylik peryotlarda kan transaminazlara bakilmali, {ist
smirin iki kat1 ya da daha st seviyelerde tespit edilmesi halinde amiodaron dozu

azaltilmali ya da farkli bir antiaritmik ajana ge¢ilmelidir (Goldschlager ve ark., 2007).

Kalp

Amiodaron kullanan hastalarda %2-5 oraninda QT interval uzamasi, ciddi kalp blogu ya
da siniis bradikardisi gelisebilir. QT intervali uzamasi agisindan hastalar yillik
elektrokardiyografik kontrollere tabi tutulmalidir. Cok nadiren torsade de pointes
gelisime neden olabilir. Asemptomatik bradikardi goriilmesi halinde kalp hiz1 dakikada
40 ve tlizerinde ise ilagta doz azaltilmasina gidilmemelidir. Ancak hasta asemptomatik
dakikada kalp hizi 40’in altina iniyorsa ila¢ yar1 doza diisiilebilir. Hastalarda
semptomatik bradikardi izleniyorsa ila¢ yar1 dozuna diisiilmelidir. Ozellikle parenteral
uygulamalarda hipotansif etki goriilebilir, yavas hizlarda infiizyon bu durumlarda tercih
edilebilir. Amiodaron tedavisine bagh atiroventrikiiler bloklar meydana gelebilir ve bu
tip bloklar atropine direncli olmaktadir. Betablokerler ve kalsiyum antagonistleri ile
amiodaron kombinasyon tedavileri sinoatriyal ve atriyoventrikiiler blok riskini

arttirmaktadir (Goldschlager ve ark., 2007).
Goz

Amiodaronun goz iizerine olumsuz etkileri ¢ogunlukla epitelyal keratopati veya korneal
mikro birikimler olarak bas gdstermektedir. Ancak ¢ok nadir olarak optik ndropati ya da
151k hassasiyeti goriilebilir. Amiodaron kullanan hastalarda optik sinir ve kornea
degerlendirmesi i¢in yillik kontrol onerilir. Korneada meydana gelebilecek mikro
birikimler genellikle gérme fonksiyonunu etkilemez. Bu nedenle ilacin doz azaltilmasi
veya kesilmesine gerek yoktur. Ancak bazen geri doniisdiiz tehlikeli yan etki olan optik
noropati gelisen hastalarda ilag hemen kesilmelidir (Goldschlager ve ark., 2007,
Passman ve ark., 2012).

Deri

Amiodaronun deri {izerine etkisi genel olarak fototoksik ya da fotoalerjik reaksiyonlar
olarak ortaya c¢ikar. Nadir olarak deride hiperpigmentasyon, gri veya mavi renk

degisikligi gozlenebilir. Amiodaron kullanan hastalarda yillik rutin cilt muayenesi
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onerilmektedir. Ciltte 151k hassasiyeti i¢in 1518a maruziyetin azaltilmasi ve cilt koruyucu
kremlerin kullanilmast alinacak Onlemler arasindadir. Ciltte meydana gelen 151k

hassasiyeti ilacin devam edilmesine engel degildir (Jaworski ve ark., 2014).
Akciger

Amiodarona bagli akciger toksisitesi genellikle intersitisyel akciger hastaligi ya da
hipersensitivite sendromlart ile bulgular gosterse de nadiren akut solunum distres
sendromu, akciger nodiilii veya plevral efiizyon gozlemlendigi de olmustur (Kumar ve

ark., 2012; Papiris ve ark., 2010; Rodriguez-Garcia ve ark., 2001).

Amiodarone tarafindan indiiklenen akciger toksisitesi baslangi¢ zamanina gore akut,
subakut ve kronik olarak smiflandirilmaktadir. Akut amiodarone iliskili akciger
toksisitesi amiodarone uygulanmasindan  sonraki  saatler-giinler icerisinde
gelisebilmektedir (Feduska ve ark., 2021). Amiodarona bagl toksisiteyi diisiinebilmek
icin malignite, akciger enfeksiyonu dislanmalidir. Bulgular genellikle oksiiriik,
akcigerde infiltrasyon ve akciger karbonmonooksit diffiizyon kapasitesinde azalmadir.
Yas, uygulanan amiodaron dozu toksisite riski {izerine etkili faktorlerdir (Dusman ve

ark., 1990; Gleadhill ve ark., 1989).

Amiodaron kullanan %1-2’1ik popiilasyonda akciger fibrozisi ve hipersensitivite
sendromlar1  gelisebilir. Fibrozis ve hipersensitivite sendromlarinda yiiksek
coOziiniirliklii bilgisayarli tomografi tan1 ve takip i¢in uygun yontemdir. Ancak

amiodaron alan hastalarin rutin tomografik takibi gerekmez.

Amiodarona bagli goriilen pulmoner toksisite akciger hastaligi dykiisii olanlarda daha
stk olabilir. Bu hasta grubunda kullanirken bu durum akilda tutulmalidir. Pulmoner
toksisite riskine karsi rutin izlem pek fayda saglamamaktadir. Ancak yine de yillik
olarak bu hasta grubunda akciger rontgeni cekilmesi Onerilir. Ek olarak pulmoner
toksisiteden sliphe duyulan hastalarda solunum fonksiyon testleri planlanmasi igin
gogiis hastaliklart uzmani tarafindan degerlendirilmek iizere yonlendirme yapilmasi

faydalidir. Tedavide genellikle steroid kullanilmaktadir (Goldschlager ve ark., 2007).
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Amiodaron’un akciger toksisite patofizyolojisi

Amiodaron lipofilik bdliimleri yardimiyla akciger, karaciger, tiroit gibi lipit icerigi
zengin dokulara gecis saglayabilir (Adams ve ark., 1985). Ek olarak amiodaron,
karacigerde CYP3A4 ve barsaklarda CYP2C8 yoluyla N-desetilamiodarona metabolize
edilir. Bu aktif metabolit akciger gibi organlarda amiodaronun ilk formundan bes kat
daha fazla salinim gdsterir. Hatta intraven6z amiodaron uygulamalarinda ilacin akciger

konsantrasyonu kalptekinden ¢ok daha fazla olabilmektedir (Lapinsky ve ark., 1993).

Amiodaron fosfolipitlerin hiicre i¢i mobilitelerini etkiler ve lizozomal fosfolipitlerin
tizerinde ciddi inhibitor etkinlik yoluyla fosfolipit yikimini baskilar (Halliwell, 1997).
Bu durum makrofaj lizozomlar1 gibi fosfolipitten zengin yapilarda yiiksek amiodaron
metabolitlerinin birikmesine neden olur. ilag¢ birikmis fosfolipitten zengin makrofaj
kopiik hiicresi benzeri bir yapiya biiriniir (Anderson ve Borlak, 2006). Bu durum
akcigerler gibi fosfolipit zengin hiicreleri iceren dokularda da goriilebilir. Bu durum
akciger iizerinde iki etkiye sebep olabilir. Ilki kopiik hiicreleri alveollerin i¢ yiizeyini ve
interstisyel alan1 kaplayarak gaz aligverisini kisitlar. Bu durum lipoid pnémoni olarak
adlandirilir ve semptomlara sebep olmadan akciger karbonmonoksit diffiizyon
kapasitesinde hafif ve orta azalmayla tespit edilir (Kennedy ve ark., 1987). Ikinci olarak
kronik eozinofilik pndmoni, kronik organize pndmoni, interstisyel pndomoni, akciger
fibrozisi ve plevral tutuluma kadar degiskenlik gosteren amiodaron toksisitesi olarak

sunulan durumlardir (Myers ve ark., 1987).

Amiodaron akciger lizerine olumsuz etkileri i¢in birka¢ mekanizma ileri siiriilmiistiir.
Bunlardan ilki tip 2 pndmositlere ek olarak endotel, fibroblast ve inflamatuar hiicreler
gibi parankim hiicrelerine direkt sitotoksik etkidir. Ikinci ileri siiriilen mekanizma
genetik yatkinligi olan hastalarda meydana gelebilen bagiklik aracili mekanizmalardir.
Son olarak anjiotensin enzim mekanizmasinin aktive olmasidir (Myers ve ark., 1987,

Uhal ve ark., 2003).

Amiodaron lizozomal membranlarin yirtilmasi, kaspaz yolaklarinin aktivasyonu ve
akciger epitel hiicrelerinde apopitozu indiikleyebilen oksijen radikallerinin salinimini
tetikleyebilir (Baritussio ve ark., 2001). Amiodaron, anjiotensin Il antagonistleri

tarafindan hiicre 6liimii tetiklenen alveolar epitelyal hiicrelerinin apopitozunu artirabilir.
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Alveolar epitelyal hiicrelerdeki apopitozis, fibrozis ile sonuglanabilen bir dizi akut
akciger hastalik ya da hasarinin temel sorumlularindandir (Lopez ve ark., 2009).
Yapilan hiicre kiiltiirlerinde amiodaronun anjiotensinojen mesajc1 RNA’sini1 up regiile
ettigi tespit edilmistir (Uhal ve ark., 2007). Bu yolak iizerinden meydana gelen fibrozis
ve hasarin, amiodaronun akciger toksisitesinin agiklayan nedenlerden biri olabilecegi
vurgulanmistir. Bunlara ek olarak akut amiodarone iliskili akciger toksisitesine yonelik
olarak ratlar tizerinde yapilan bir ¢alismada akut AIPT (amiodarone-induced pulmonary
toxicity) gelisen ratlarin akciger orneklerinde inflamasyona rastlanmamis ancak alveol

duvarinda 6dem tespit edilmistir (Al-Shammari ve ark., 2016).
2.3. Adenozin Trifosfat Sentezi

Hiicrelerin enerji ihtiyaci karbonhidrat, lipit ve proteinler gibi yapilarin oksidasyonu ile
karsilanir. Hiicreler elde edilen bu enerji ile sentez, tasima ve hareket gibi hayati
fonksiyonlarimi siirdiiriirler. Oksidasyon sonucu elden edilen enerji adenozin difosfat
(ADP) ve ATP gibi molekiillerde depo edilir. ATP viicutta glikoliz, sitrik asit dongiist,

solunum zinciri ve oksidatif fosforilasyon yoluyla iiretilebilir.
2.3.1. Glikoliz ile ATP Sentezi

Glikoliz birka¢ enzimatik reaksiyon ile glukozdan iki adet pirtivat ve ATP elde
edilmesiyle sonuglanan bir reaksiyondur. Viicutta belirli hiicre ve dokularin ¢ogunlugu
varliklarim glikoliz yoluyla siirdiiriirler. Bircok organizmada glikoliz yolag1i mevcuttur.
Glikoliz i¢in oksijen ihyiyacinin olmamasi 6nemli bir avantaj olmakla birlikte bu 6zelik

anaerobik organizmalar i¢in ayrica hayati durumdadir.

Glikoliz iki asamada degerlendirilebilir. Ilk asamada glukozun altinci karbonunun
hidroksil grubu heksokinaz tarafindan fosforile edilerek glukoz-6-fosfat elde edilir
(Pollard-Knight ve Cornish-Bowden, 1982). Bu asamadan sonra glukoz-6-fosfat
izomeraz enzimi aracilifiyla glukoz-6-fosfat, fruktoz-6 fosfata cevirilir. Fruktoz-6-
fosfata bir fosfat baglanmasi ile fruktoz-1,6-fosfat elde edilir. Bu asamada fruktoz-1,6
fosfat aldolaz tarafindan dihidroksiaseton fosfat ve gliseraldehit 3-fosfata ayristirilir.

Glikolizin bu ilk basamaklarinda ATP iiretilmek yerine tiiketilir. ATP iiretimi ise ilk
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olarak ikinci agsamadan itibaren gerceklesir. Esasen, hiicreler ATP iiretimi i¢in dncelikli

olarak ATP tiikketimi gergeklestirir.

Ikinci asamada ilk olarak daha 6nce iiretilmis olan dihidroksiasetonfosfatin triozfosfat
izomeraz enzimi tarafindan gliseraldehit 3-fosfatin bir formuna izomerize edilmesi
gerceklesir. Boylelikle baslangictaki glukoz molekiiliiniin karbon zinciri 3 adet
gliseraldehit 3-fosfat molekiiliine doniistiiriilmiis olur. Olusan 2 GAP (gliseraldehit 3-
fosfat) molekiilii gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz (GADPH) tarafindan 1,3
bifosfogliserata doniistiiriiliir. Bu siiregte GADPH enzimi kofaktor olarak NAD
(nikotinamid diniikleotid) kullanir ve NADH aciga ¢ikar. Uretilen NADH molekiilleri
mitokondriyal ATP sentezinde kullanilir. GADPH enzimi ayrica glikolitik yolagin bir
pargasi olmayan bir¢ok hayati fonksiyonda rol oynamaktadir (apopitoz, RNA {iretimi,
DNA replikasyonu ve tamiri vs.) (Sirover, 1999). Takiben enerjinin bir kismi 1,3
bifosfogliseratin bir dizi reaksiyon sonrasi piriivata indirgenmesi ile iiretilir. Bu stirecte
sirasyila fosfogliserat kinaz, fosfogliserat mutaz, enolaz ve piriivat kinaz enzimleri
kullanilir. 1,3 fosfogliseratin 3-fosfogliserata, fosfoenolpiruvatin ise piriivata
dontistiirtildiigii reaksiyonlar glikolizde ATP {iretiminin gergeklestigi basamaklardir.
Tim glikoliz siirecinin esas diizenleyici basamag piriivat kinaz tarafindan katalizlenen
reaksiyon olup bu basamakta PK enzimi fruktoz 1,6 fosfat tarafindan allosterik olarak

regiile edilmektedir.

Boylelikle Glikoliz siireci boyunca, baslangigcta 2 ATP molekiilii harcamak suretiyle,
toplamda 2 molekiil piriivat, 4 NADH ve 4 ATP molekiilii iiretilmektedir. Glikoliz
stirecinde net 2 ATP enerji kazanci gergeklesmektedir.  (Jurica ve ark., 1998).
Anaerobik ortamlarda pirtivatin tam oksidasyonu saglanamaz ve laktata indirgenir. Ayni
zamanda NADH’m okside edilemeyip NAD’ye doniistiriilememesinden dolay1
GADPH etkinlik gosteremez ve glikoz tiiketimi smirlanir. Uretilen NADHler ise laktik
fermantasyon siirecinde NAD’ye doniistiiriilerek NAD rezervi korunmaya caligilir.
Glikoliz ile glukoz 3 karbonlu olan piriivik asit yikilmis olur, bir pirtivik asit karsin 2
ATP olusturulur, 1 glukoz yikilmasi ile 2 piriivik asit olusacagindan, toplamda 4 ATP

sentezlenmis olur.

19



Glukoz

ATP = ADP | Helksokinaz

Glukoz 6fosfat

| Fosfoglukoizomer

Friilktoz 6fosfat

ATP = ADP | Fosfofruktokinaz

Friiltoz 1.6 bifosfat

Y

v [zomeraz .,

Dihidroksiaseton fosfat \ Aldolaz

(Gliseraldehit 3fosfat

NADSTADETE | Triozfosfat Dehidrojenaz | xapNaDEE
1.3 Bisfosfogliserat 1.3 Bisfosfogliserat
ADPATP | Fosfogliserokinaz | ADP2ATP
3-Fosfogliserat 3-Fosfogliserat
| Fosfogliseomutaz |
2-Fosfogliserat 2-Fosfogliserat
H20 | Enolaz | HI0
Fosfoenolpiriivat Fosfoenolpiriivat
ADPATP | Piruvat kinaz | ADP2ATP
Piriivat Piriivat

Sekil 2. 1. Glikoliz ile Adenozin Trifosfat Sentezi

Kisaltmalar: ADP: Adenozin difosfat; ATP: Adenozin trifosfat; H20: Su; NAD: Nikotinamid
adenin diniikleotid; NADH: fndirgenmi§ Nikotinamid adenin diniikleotid.
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2.3.2. Sitrik Asit Déngiisii ile ATP Uretimi

Glikoliz siirecinde {iretilen trioz molekiillerinin tam oksdasyonu sonrast 3 molekiil
CO2’in iiretilmesi ve solunum zinciri i¢in elektron kaynaklarinin iiretimi siireci olarak
tanimlanan bu siire¢ ilk olarak Hans Krebs tarafindan tesbit edilmis olup kendi adiyla da
antlmaktadir (Krebs Dongiisi)) (Krebs, 1940). Bu siirecin mitokondri iginde
gerceklestigi ise Kennedy ve Lehninger tarafindan kesfedilmistir (Kennedy ve
Lehninger, 1949). Krebs dongiisii mitokondride ger¢eklesen enzimatik bir siire¢ olup
glikoliz sonras1 hiicresel solunumun ikinci evresidir. Krebs dongiisiine trikarboksilikasit
dongiisii (TCA Dongiisii) veya sitrik asit dogiisii de denilmektedir. Krebs dongiisii
oksijen kullanilan aerobik bir yolaktir ve bu siklustaki biitiin enzimler mitokondride

bulunur. Aerobik hiicrelerde enerji solunum reaksiyonlari ile saglanir.

Sitrik asit dongiisii ile direkt iliskisi olan ancak dongii i¢inde yer almayan bir
reaksiyonda piriivat, piriivat dehidrogenaz tarafindan asetil-coAya doniistiiriiliir. Bu
reaksiyon geri doniigiimsiiz bir reaksiyon olup kofaktér olarak NAD kullanir. Bu
reaksiyon sonucunda bir molekiill CO2 ve bir molekiil NADH aciga cikar. Krebs
dongiisiiniin ilk reaksiyonu ise iiretilen bu asetil-coA ile okzaoasetatin birlestirilmesi ile
sitrik asit olusumudur ve sitrat sentaz tarafindan katalizlenir. Krebs siklusu boyunca
sirastyla sitrat, izositrat, alfa-ketoglutarat, siiksinil-coA, siiksinat, fumarat, malat ve
okzaloasetat tiretimi gergeklesir. Sitrik asit siklusunun ilk tepkimesi, asetil-KoA ve
okzaloasetattan sitrat olusumudur, bu tepkimeyi sitrat sentaz katalizler. Sonra Akonitaz
enzimi sitratin, izositrata tersinir doniisiimiinii katalizler. Izositrattan izositrat
dehidrogenaz enzimi ile alfa ketoglutarat ve karbondioksit (CO2) olusturulur. Alfa-
ketoglutarat, Alfa-ketoglutarat dehidrogenaz enzim kompleksinin etkisiyle siiksinil-
KoA ve karbondioksit (CO2)’ye pargalanarak doniistiiriiliir. Siiksinil KoA, siiksinil-
KoA sentetazin (veya siiksinil tiyokinaz da denir) serbest hidroliz enerjili tiyoester
bagini kirmasiyla Siiksinata doniistiiriiliir. Siiksinat, flavoprotein yapisi olan siiksinat
dehidrogenaz enzimi araciligiryla fumarata oksitlenir. Siiksinat dehidrogenaz sitrik asit
dongiisiinde plazma zarina bagli tek enzimdir. Fumaraz enzimi fumaratin Malata
hidrasyonunu katalizler. Sitrik asit dongiisiiniin son reaksiyonunda malat dehidrogenaz,

malatin oksaloasetata oksidasyonunu katalizler.
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Krebs dongiistiniin ilk geri doniisiimsiiz oksidasyonu isositrat dehidrogenazin alfa-
ketoglutarata ~ doniistiirildiigli  reaksiyondur.  Bu  reaksiyonda  izositratin
dekarboksilasyonuyla 1 adet CO2 molekiilii ve alfa-ketoglutarat agiga ¢ikar. Bir sonraki
reaksiyonda ise alfa-ketoglutarat dekarboksilasyona wugrayarak (alfa-ketoglutarat
dehidrogenaz) krebs dongiisiiniin ikinci CO2 molekiiliinii agiga ¢ikarir ve reaksiyon
sonucunda siiksinil-coA olusur. Bu iki reaksiyon sonucunda da solunum zincirinde
kullanilacak olan 2 adet NADH iiretimi ger¢eklesmis olur. Solunum zincirinde
kullanilacak olan ve krebs dongiisiinde tiretilen son NADH ise malatin okzaloasetata

cevrildigi reaksiyonda tiretilir.

Tiim bu siklus boyunca 8 basamakli reaksiyonlar sonucunda 1 molekiil ATP, 2 adet
CO2, 3 adet NADH ve 1 adet FADH2 iiretilmis olur. Glikoliz siirecinde {iretilen ve
krebs siklusuna sokulan iki piriivat molekiiliinden krebs siklusu araciligi ile toplamda 2

ATP, 6 NADH, 2 FADH ve 4 CO2 elde edilir (King ve ark., 2006).

Krebs dongiisiiniin sekiz basamakli tepkimeleri net olarak formiiliize edildiginde;
3NAD + FAD + GDP + Pi + AsetilKoA + 2H20 - 3NADH + 3H+ + FADH2 + GTP
+ KoA-SH + 2C02 seklinde 6zetlenebilir.

Sitrik asit dongiisii reaksiyonlarinda meydana gelen ara tiriinler, aminoasitler vb. dnemli
bazi maddelerin yapiminda Onciill molekiil olarak kullanilirlar. Siksinil CoA,
hemoglobin ve diger porfirinlerin sntezi i¢in Onciill madde olarak kullanilir. 2-
Oksoglutarik asit, aminoasit olan Glutamik asit ve piirin niikleotitlerinin onciilii olarak
kullanilir. Oksaloasetik asit ise aminoasit olan Aspartik asit ve pirimidin niikleotitlerinin
oncili olarak kullanilir. Krebs dongiisii, yakit bilesiklerinin (amino asitler, yag asitleri

ve karbohidratlar) oksidasyonunun en son ortak yoludur.
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2.3.3. Solunum Zinciri ve Oksidatif Fosforilasyon ile ATP iiretimi

Solunum zinciri, aerobik durumlarda ¢alisan ve birbirlerine elektron transferi yapmak
sureti ile enerji Uretimi saglayan bir dizi membran proteininden olugmaktadir.
Elektronlarin transferi esnasinda agiga ¢ikan enerji ADP’nin fosforilasyonunda
kullanilarak ATP iretimi saglanir. Elektron transferinde rol oynayan bu protein
kompleksleri 4 tane olup transmemran proteinlerdir. ATP sentaz ile birlikte i¢
mitokonrdial membrana bagli olarak bulunmaktadirlar. Bu komplekslerden ilki
NADH/ubikinon oksidorediiktaz koplexidir. Bu protein kompleksi elektron transferinde
kofaktor olarak i¢ mitokondrial membranin fosfolipid tabakasinda yer alan ubikinonu
kullanmaktadir. Kompleks 1 elektron kaynagi olarak NADH kullanmaktadir.
Elektronlarin zincire transferinde rol oynayan bir diger kompleks, siiksinat dehidrojenaz
kompleksi olup (kompleks 2), FADH2 ile tasman elektronlarin solunum zincirine
transferini saglamaktadir. Bu kompleks siiksinatin oksidasyonunu saglayarak FAD’den

alinan elektronlar1 ubikinona transfer etmektedir.

Ubikinon elektronlar1 alarak ubikinola indirgendiginden itibaren artik sitokrom c’ ye
oksidaz sistemine (kompleks 3) elektron transferi yapabilme yetenegi kazanmaktadir.
Sitokrom ¢, mitokondrinin intermemeran boslugunda yer alan ve genelde i¢
mitokondrial membranin dis yiizeyinde kardiyoloipin araciligi ile tutunmus olarak
bulunan, suda ¢oziinebilen kiigiik bir proteindir (Quinn ve Dawson, 1969). Bu proteinin
bu sekilde bulunmasi sitokrom oksidaz (kompleks 4)’tin bir akseptor olarak is
gormesine yardimci olmaktadir. Elektron transport zincirinin son kompleksi olan
sitokrom oksidaz kompleksi elektronlarin oksijene transferi ve suyun olusumunda gorev
yapmaktadir. Elektronlarin bu sekilde kolpeks 1, 3 ve 4 arasinda transferi hidrojen
iyonlarinin mitokondrial matriksten mitokondri intermembran bosluguna hidrojen iyonu
transferini saglamaktadir. Kompleks 2 hari¢ tiim kompleksler proton transferinde gorev
almaktadir. Kompleks 1 ve 3’ten elektron transferi intermembran bosluga 4’er adet
proton transferi saglarken kopleks 4 iizerinden elektron transferi 2 adet proton
transferini saglayabilmektedir (Lenaz ve Genova, 2010). Intermembran araliga proton
transferi i¢ mitokondrial membran boyunca 6nemli bir elektriksel portansiyele sebep

olmaktadir.
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Elektron transport zincirinin son agamasinda ise ATP sentaz enzimi tarafindan ATP
sentezi gerceklestirilmektedir. ATP sentaz enzimi protonlarin intermembran bosluktan
mitrokondri matriksine gecisini saglayan FO ve ADP’nin fosforilasyonunu saglayan F1
alt {linitelerinden olusmaktadir. FO dan proton geg¢isi esnasinda FO da meydana gelen
rotasyon konformasyonel degisikliklere sebep olmaktadir. F1 mitokondri ig
membraninda transmembran olarak yerlesmis gosterirken F1 mitokondri matriksinde
bulunmakta ve F1 alt {initesine tutunmaktadir. F1 alt Ginintesi alfa-beta dimerlerinden
olusan trimerik bir yapiya sahiptir ve bu yap1 ADP ile P’un baglanmasini saglayan 3
farkli konformasyonel durum olusturmaktadir. Boylelikle ADP’nin fosforilasyonu ve

ATP iiretimi ger¢eklesmektedir (Boyer, 2000).
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Deney Hayvanlari

Calismamizda agirliklar1 285-295 gram arasinda degisen toplam 24 adet albino Wistar
tirti erkek sigcanlar kullanilmistir. Hayvanlarin tamami, Erzincan Binali Yildirim
Universitesi Tibbi Deneysel Uygulama ve Arastirma Merkezinden temin edilmistir.
Hayvanlar deneyden once gruplar halinde normal oda sicakliginda (22 + 2 °C) 12 saat
aydinlik, 12 saat karanlik ortamda uygun sartlar altinda hayvan yemi ile beslenmistir.
Deneyler, Erzincan Binali Yildirnm Universitesi Deney Hayvanlar1 Uygulama ve

Arastirma Merkezi laboratuvarlarinda yapilmistir.
3.2. Deney Tasarimi

Orneklem biiyiikliigii icin 4R (reduction, replacement, refinement, responsibility)
kilavuzuna gore en az sayida hayvanin kullanilmasina karar verilmistir. Hayvan
refahinin “4R” ilkesi, fonksiyonel deneylerin 6gretim ve arastirma faaliyetlerinde etik
sorunlarin ¢oziimiine yonelik bir yol saglayabilecek azaltma, degistirme, iyilestirme ve

sorumluluk ilkelerine dayanmaktadir (Kang ve ark., 2022).

Bu nedenle hayvanlar her grupta alti hayvan bulunacak ve ortalama viicut agirliklar
birbirlerine benzer olacak sekilde dort gruba randomize edilmistir. Rastgele siralamay1
olusturmak amaciyla rastgele sayilar tablosu kullanilmis olup potansiyel karistiricilart

en aza indirmek icinse kafesler ve hayvanlar numaralandirilmistir.
3.3. Etik Ilkeler ve Onay

Bu c¢alismada, deneyler Avrupa Parlamentosu ve Konseyi'nin 2010/63/EU sayili
Direktifi (onay numarasi: 2016-24-199) ve ARRIVE yonergelerine (Percie du Sert ve
ark., 2020) uygun olarak Erzincan Binali Yildirim Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulu onayi ile gergeklestirilmistir (Toplanti Tarihi: 29.09.2022; Oturum Saati:
15.00; Oturum Sayisi: 2022/09; Karar No: 47; Say1: E-85748827-050.01.04-204263).
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3.4. Kullanilan Tlaclar

Bu ¢alismada kullanilan Tiyopental sodyum IE Ulagay (Tirkiye), ATP Zdorove Narodu
(Ukrayna) ve Amiodaron (200 mg tablet) Sanofi ilag sanayinden (Tiirkiye) temin

edilmistir.
3.5. Deney Gruplari
Deney gruplar1 her grupta alt1 sicandan olusan dort gruba ayrilmistir.
1- SG: Saglikli kontrol grubu
2- AMD: Tek basia 50 mg/kg Amiodaron uygulanan grup
3- AATP-2: 50 mg/kg Amiodaron + 2 mg/kg ATP uygulanan grup
4- AATP-4: 50 mg/kg Amiodaron + 4 mg/kg ATP uygulanan grup
3.6. Deneysel Prosediir

Calisma prosediirleri dogrultusunda deney gruplarindan AATP-2 (n=6) ve AATP-4
grubu si¢anlarina sirast ile ATP 2 ve 4 mg/kg dozda intrapertoneal (ip) yoldan enjekte
edilmistir. SG (n=6) ve AMD (n=6) grubuna ise esit hacimde distile su ip yoldan
enjekte edilmistir. ATP ve distile su enjekte edildikten bir saat sonra AMD ve AATP
grubundaki hayvanlara amiodaron 50 mg/kg dozda gavajla oral yoldan mideye

verilmistir.

Bu prosediir giinde bir defa 14 giin boyunca tekrar edilmistir. Bu silire sonunda
hayvanlar yiiksek doz tiyopental (50 mg/kg) anestezisi ile sakrifiye edilmis ve akciger
dokular1 ¢ikarilmistir. Cikarilan akciger dokularinda malondialdehit (MDA), total
glutatyon (tGSH), superoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve Interldkin-6 (IL-6)

diizeyleri 6l¢iilmiistiir. Dokular ayrica histopatolojik olarak incelenmistir.
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3.7. Biyokimyasal Analizler
3.7.1. Doku Numunelerinin Hazirlanmasi

Biyokimyasal analizler i¢in 6rnekler akciger dokusundan 2 gram olarak tartildi. Daha
sonra fizyolojik salinle yikanarak akciger dokularinin iizerine siv1 azot eklenip havan ve
tokmak kullamlarak hizlica 6giitiildii. Ogiitiilen dokular, hazirlanan potasyum fosfat
tamponuna (50 mM [pH=7.2]) aktarildi. Olusan homojenatlar +4 °C'de 15000 rpm'de 15
dakika siiresince santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 elde edilen siipernatantlar dikkatlice

toplandi. Siipernatantlar, analize kadar olan siire zarfinda -80 °C’de muhafaza edildi.
3.7.2. MDA Seviyelerinin Belirlenmesi

Akciger dokusu MDA diizeyleri, sicanlar i¢in iiretilmis olan MDA enzime bagh
immiinosorbent testi (ELISA) kiti (Katalog no: ELK8612; ELK Biotechnology Co. Ltd.,
Denver, Kolorado, ABD) kullanilarak 6l¢iildii. Bu test kiti, yarismali inhibisyon enzim
immiinoassay teknigini kullanmaktadir. Bu kitte saglanan 96 kuyucuk iceren mikrotitre

plakasi sigan MDA proteini ile 6nceden kaplanmistir.

Standartlar veya numuneler uygun mikrotitre plakasi kuyucuklarina eklenerek ardindan
sican MDA 'ya 0zgili biyotin konjuge antikor ile kaplanmaktadir. Daha sonra,
Horseradish Peroksidazina (HRP) konjuge avidin her mikroplaka kuyusuna eklenip
inkiibe edilmektedir. 3,3",5,5'-Tetra Metil Benzidin (TMB) substrat ¢zeltisi eklendikten
sonra, enzim-substrat reaksiyonu siilfiirik asit ¢6zeltisi eklenerek sonlandirilmakta ve
renk degisimi 450 nm+10 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak 6l¢iilmektedir.
Daha sonra numunelerdeki sigan MDA konsantrasyonu, numunelerin Optik Dansitesi

(OD)'sinin standart egriyle karsilastirilmasiyla belirlenmektedir.
3.7.3. tGSH Seviyelerinin Belirlenmesi

Akciger dokusu tGSH diizeyleri, sigcanlar icin tiretilmis olan GSH ELISA kiti (Katalog
no: ELK8577; ELK Biotechnology Co. Ltd., Denver, Kolorado, ABD) kullanilarak
Olciildii. Bu test kiti, yarismali inhibisyon enzim immiinoassay teknigini kullanmaktadir.
Bu kitte saglanan 96 kuyucuk igceren mikrotitre plakasi sican GSH proteini ile 6nceden

kaplanmistir.
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Standartlar veya numuneler uygun mikrotitre plakasi kuyucuklarina eklenerek ardindan
sican GSH'ye 0zgli biyotin konjuge antikor ile kaplanmaktadir. Daha sonra, HRP
konjuge avidin her mikroplaka kuyusuna eklenip inkiibe edilmektedir. TMB substrat
coOzeltisi eklendikten sonra, enzim-substrat reaksiyonu siilfiirik asit ¢ozeltisi eklenerek
sonlandirilmakta ve renk degisimi 450 nm+10 nm dalga boyunda spektrofotometrik
olarak Olgiilmektedir. Daha sonra numunelerdeki sigan GSH konsantrasyonu,

numunelerin OD'sinin standart egriyle karsilastirilmasiyla belirlenmektedir.
3.7.4. SOD Aktivitesinin Belirlenmesi

Akciger dokusu SOD aktivitesi, sicanlar i¢in iiretilmis olan SOD ELISA kiti (Katalog
no: ELK8178; ELK Biotechnology Co. Ltd., Denver, Kolorado, ABD) kullanilarak
Olciildii. Bu kitte uygulanan test prensibi sandwich enzim immiinoassay’dir. Bu kitte
saglanan 96 kuyucuk iceren mikrotitre plakasi, sican SOD'a spesifik bir antikor ile
onceden kaplanmistir. Standartlar veya numuneler uygun mikrotitre plakasi
kuyucuklarma eklenerek ardindan sigan SOD'a spesifik biyotin konjuge antikor ile
kaplanmaktadir. Daha sonra, HRP konjuge avidin her mikroplaka kuyusuna eklenerek
inkiibe edilmektedir. TMB substrat ¢ozeltisi eklendikten sonra, sadece sican SOD,
biyotinle konjuge edilmis antikor ve enzimle konjuge edilmis avidin igeren
kuyucuklarda renk degisikligi goriilecektir. Enzim-substrat reaksiyonu siilfiirik asit
cozeltisi eklenerek sonlandirilmakta ve renk degisimi 450 nm+10 nm dalga boyunda
spektrofotometrik olarak o6l¢iilmektedir. Daha sonra numunelerdeki sican SOD
konsantrasyonu, numunelerin  OD'sinin  standart egriyle karsilastirilmasiyla

belirlenmektedir.
3.7.5. CAT Aktivitesinin Belirlenmesi

Akciger dokusu CAT aktivitesi, sicanlar i¢in iiretilmis olan CAT ELISA kiti (Katalog
no: ELK5986; ELK Biotechnology Co. Ltd., Denver, Kolorado, ABD) kullanilarak
Olctildii. Bu kitte uygulanan test prensibi sandwich enzim immunoassay'dir. Bu kitte
saglanan 96 kuyucuk iceren mikrotitre plakasi, sican CAT 'a spesifik bir antikor ile
onceden kaplanmigtir. Standartlar veya numuneler uygun mikrotitre plakasi
kuyucuklarma eklenerek ardindan sigan CAT 'a 6zgili bir biyotin konjuge antikor ile

kaplanmaktadir. Daha sonra, HRP konjuge avidin her mikroplaka kuyusuna eklenerek
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inkiibe edilmektedir. TMB substrat ¢ozeltisi eklendikten sonra, sadece sigan CAT,
biyotin konjuge antikor ve enzim konjuge avidin iceren kuyucuklarda renk degisikligi
goriilecektir.  Enzim-substrat  reaksiyonu  siilfiirik  asit  ¢ozeltisi  eklenerek
sonlandirilmakta ve renk degisimi 450 nm#+10 nm dalga boyunda spektrofotometrik
olarak Olgiilmektedir. Daha sonra numunelerdeki sigan CAT konsantrasyonu,

numunelerin OD'sinin standart egriyle karsilastirilmasiyla belirlenmektedir.
3.7.6. IL-6 Seviyesinin Belirlenmesi

Akciger dokusu IL-6 (IL-6; ng/L) diizeyleri Eastbiopharm Co. Ltd. (Hangzhou, Cin)
tarafindan saglanan ticari bir sigan ELISA kiti kullanilarak lgtilmiistiir (Goth, 1991).

3.8. Histopatolojik Degerlendirme

Histopatolojik degerlendirme i¢in hayvanlardan alinan akciger dokulart %10’luk
formalin soliisyonu igerisinde tespit edilmistir. Rutin doku takip isleminden sonra
histopatolojik degerlendirme ig¢in 5 um’lik kesitler elde edilmistir, bu kesitler
Hematoksilen-Eozin (H&E) ile boyanmistir ve uygulanan tedavi protokoliine kor bir
patolog tarafindan 1s1tk mikroskobu ile (Olympus BX 51; Olympus Corp. Tokyo,
Japonya) degerlendirilmistir ve fotograflar dijital kamera ile (Olympus BX 51; Olympus
Corp. Tokyo, Japonya) ¢ekilmistir. Her bir doku kesitindeki histopatolojik hasar siddeti
0-3 arasinda (0-normal, 1-hafif hasar, 2-orta derece hasar ve 3-siddetli hasar)

skorlanmistir.
3.9. Istatistiksel Analizler

Biitiin istatistiksel analizler “IBM SPSS Statistical Program for Windows (IBM Corp.,
V.27.0, 2020 siiriimii, Armonk, NY, USA)” programi kullanilarak gergeklestirilmistir.
Sekiller ise “GraphPad Prism (GraphPad Software, V.8.0.1, in 2018 siiriimii, San Diego,
CA, USA)” programi kullanilarak olusturulmustur. Tim biyokimyasal veriler
ortalamatortalamanin standart hatasi olarak verilmistir. Siirekli degiskenler igin
dagilimin normalligi Shapiro-Wilk testi ile degerlendirilmistir. Gruplar arasindaki
farklarin anlamliligi normal dagilim gostermeyen degiskenler i¢in Kruskal-Wallis,
normal dagilim gosteren degiskenler i¢in ise tek yonlii varyans analizi (ANOVA)

testiyle degerlendirilmistir. Varyanslarin homojenligi varsayimmi test etmek icin

30



Levene’s testi kullanilmistir. Hangi grubun farkliliktan sorumlu oldugunu belirlemek
icin varyanslarin homojenligi varsayimi saglanmigsa ANOVA'dan sonra Tukey’s HSD
(Honestly Significant Difference) testi saglanmamissa Games-Howell testi post-hoc test
olarak uygulanmistir. Olasilik degeri p<0.05 ise istatistiksel olarak anlamli kabul

edilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Biyokimyasal Bulgular

Akciger dokularindan elde edilen biyokimyasal bulgular analiz edilmis ve sonuglari

Tablo 4.1 - 4.7°de verilmistir.

Tablo 4. 1. Calisma gruplarinda malondialdehit (MDA) seviyleri

MDA (pg/mL)
SG AMD AATP-2 AATP-4
3.14 7.49 5.00 3.55
3.28 1.77 4.70 3.78
3.71 7.58 6.67 3.87
3.24 7.81 5.42 3.66
3.13 7.29 5.85 3.47
341 7.49 4.89 3.54

Dipnot: Tiim gruplar i¢in n=6.

Kisaltmalar: SG: Saghkly grup; AMD: Tek basina 50 mg/kg Amiodaron uygulanan
grup; AATP-2: 50 mg/kg Amiodaron + 2 mg/kg ATP uygulanan grup; AATP-4: 50
mg/kg Amiodaron + 4 mg/kg ATP uygulanan grup; MDA: malondialdehit.
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Tablo 4. 2. Calisma gruplarinda glutatyon (tGSH) seviyleri

tGSH (pg/mL)
SG AMD AATP-2 AATP-4
6.61 2.85 4.46 6.13
6.73 3.24 4.72 6.20
6.88 2.69 4.56 6.18
6.91 3.55 4.81 6.31
6.37 3.73 4.67 6.29
6.63 2.81 4.73 6.50

Dipnot: Tiim gruplar i¢in n=6.

Kisaltmalar: SG: Saghklt grup; AMD: Tek basina 50 mg/kg Amiodaron uygulanan
grup; AATP-2: 50 mg/kg Amiodaron + 2 mg/kg ATP uygulanan grup; AATP-4: 50
mg/kg Amiodaron + 4 mg/kg ATP uygulanan grup; tGSH: indirgenmis glutatyon.
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Tablo 4. 3. Calisma gruplarinda siiperoksit dismutaz (SOD) seviyleri

SOD (ng/mL)
SG AMD AATP-2 AATP-4
5.89 2.32 3.16 5.71
5.91 241 4.19 5.69
5.78 217 5.10 5.75
6.80 2.12 411 5.84
5.99 244 4.26 5.89
5.62 2,58 4.13 5.57

Dipnot: Tiim gruplar i¢in n=6.

Kisaltmalar: SG: Saghklt grup; AMD: Tek basina 50 mg/kg Amiodaron uygulanan
grup; AATP-2: 50 mg/kg Amiodaron + 2 mg/kg ATP uygulanan grup; AATP-4: 50
mg/kg Amiodaron + 4 mg/kg ATP uygulanan grup,; SOD: siiperoksit dismutaz.
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Tablo 4. 4. Calisma gruplarinda katalaz (CAT) seviyleri

CAT (ng/mL)
SG AMD AATP-2 AATP-4
6.67 2.19 4.27 6.40
6.10 2.22 4.38 6.20
6.49 2.34 4.00 6.10
6.17 2.25 4.15 6.12
6.78 2.37 431 6.37
6.23 2.40 4.24 6.39

Dipnot: Tiim gruplar i¢in n=6.

Kisaltmalar: SG: Saghklt grup; AMD: Tek basina 50 mg/kg Amiodaron uygulanan
grup; AATP-2: 50 mg/kg Amiodaron + 2 mg/kg ATP uygulanan grup; AATP-4: 50
mg/kg Amiodaron + 4 mg/kg ATP uygulanan grup; CAT: katalaz.
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Tablo 4. 5. Calisma gruplarinda interlokin-6 (IL-6) seviyleri

IL-6 (ng/L)
SG AMD AATP-2 AATP-4
2.58 5.52 4.12 2.26
2.66 5.83 4.27 3.30
2.14 5.71 4.18 2.44
2.84 5.87 4.29 2.55
2.25 5.17 4.13 3.33
211 5.73 411 3.23

Dipnot: Tiim gruplar i¢in n=6.

Kisaltmalar: SG: Saghklt grup; AMD: Tek basina 50 mg/kg Amiodaron uygulanan
grup; AATP-2: 50 mg/kg Amiodaron + 2 mg/kg ATP uygulanan grup; AATP-4: 50
mg/kg Amiodaron + 4 mg/kg ATP uygulanan grup; IL-6. interlokin 6.
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Tablo 4. 6. Adenozin trifosfat ve Amiodaronun Sigan Akciger Dokusundaki Oksidan,
Antioksidan ve Proinflamatuar Diizeyleri Uzerine Olan Etkisi

Biyokimyasal Degiskenler

MDA tGSH SOD CAT IL-6
(pg/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/L)
332+ 243 +
SG 0.09 6.69 £ 0.08 6.00£0.17 6.41+0.12 0.12
7.57 £ 5.64 +
AMD + + +
Gruplar 008 3.15+0.18 2.34 +0.07 2.30+0.04 011
542+ 4.18
AATP-2 0.30 4.66 = 0.05 4.16+0.25 4.23+0.05 003
3.65+ 2.85+
AATP-4 0.06 6.27 +0.05 5.74 £ 0.05 6.26 £0.06 0.20
SG lower 3.0900 6.4792 5.5649 6.1110 2.1109
upper 3.5467 6.8974 6.4318 6.7024 2.7491
AMD lower 7.3677 2.6945 2.1581 2.2043 5.3658
Ortalam
aigin upper 7.7756 3.5955 2.5219 2.3857 5.9109
%95
giiven
arahg AATP-2 lower 4.6472 4.5247 3.5118 4.0844 4.1005
(cn
upper 6.1961 4.7920 4.8049 4.3656 4.2661
AATP-4 lower 3.4826 6.1295 5.6221 6.1169 2.3411
upper 3.8074 6.4071 5.8612 6.4098 3.3622

Dipnot: Sonuglar ortalama + ortalamanin standart hatast olarak sunulmugtur. Tiim gruplar igin
n=06.

Kisaltmalar: SG: Saghkli grup;, AMD: Tek basina 50 mg/kg Amiodaron uygulanan grup;
AATP-2: 50 mg/kg Amiodaron + 2 mg/kg ATP uygulanan grup; AATP-4: 50 mg/kg Amiodaron
+ 4 mg/kg ATP uygulanan grup, MDA: malondialdehit; tGSH.: indirgenmis glutatyon; SOD:
stiperoksit dismutaz; CAT: katalaz; IL-6: interlokin 6.
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Tablo 4. 7. Adenozin trifosfat ve Amiodaronun Sigan Akciger Dokusundaki
Oksidan, Antioksidan ve Proinflamatuar Diizeyleri Uzerine Olan Etkisi p
Degerlerinin Karsilastirilmasi

p degerleri

gr‘;'i’las armalar MDA* tGSH* SOD** CAT*  IL-6*
SGvs. AMD <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
SG vs. AATP-2 0.002 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
SG vs. AATP-4 0.060 0.009 0.661 0.691 0.337
AMD vs. AATP-2 0.002 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
AMD vs. AATP-4 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
AATP-2 vs. AATP-4 0.006 <0.001 <0.001 <0.001 0.004
F value 140.189 244374 115371 729.254 125.112
df (df1/df2) 3/20 3/20 3/20 3/20 3/20
p <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

Dipnot: * Istatistiksel analizler tek yénlii ANOVA testi ve ardindan posthoc olarak Games-
Howell testi kullanilarak gergeklestirilmistir. ** Istatistiksel analizler tek yonlii ANOVA testi
ve ardindan posthoc olarak Tukey's HSD testi kullanilarak ger¢eklestirilmigstir.

Kisaltmalar: SG: Saghkl grup;, AMD: Tek basina 50 mg/kg Amiodaron uygulanan grup;
AATP-2: 50 mg/kg Amiodaron + 2 mg/kg ATP uygulanan grup; AATP-4: 50 mg/kg
Amiodaron + 4 mg/kg ATP uygulanan grup, MDA: malondialdehit; tGSH: indirgenmig
glutatyon;, SOD: siiperoksit dismutaz; CAT: katalaz; IL-6: interlokin 6, df: serbestlik
derecesi.
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4.1.1. MDA Analiz Sonuglari

Sekil 4.1 ve Tablo 4.1, 4.2°de goriildigii iizere, AMD grubunun akciger dokusu SG
grubunun akciger dokusundan daha yiiksek MDA seviyeleri sergilemistir (p<0.001).
MDA diizeyleri SG grubunda 3.32+0.09 iken AMD grubunda 7.57+0.08 olarak

Olciilmiistiir.

Hem 2 mg/kg ATP hemde 4 mg/kg ATP ile tedavi, AMD grubunun MDA
seviyelerinde goriilen bu artisi 6nemli Olgiide baskilamistir (sirasiyla, p=0.002;
p<0.001). AATP-2 grubunda MDA diizeyleri 5.42+0.30, AATP-4 grubundaysa
3.65+0.06 olarak bulunmustur. AATP-2 ve AATP-4 gruplarinin akciger dokusundaki
MDA seviyeleri, saglikli grup ile Kkarsilastirldigindaysa AATP-2 grubunda
istatistiksel olarak anlamli bir fark mevcut iken (p=0.002), AATP-4 grubunda
istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmemistir (p=0.060).
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Sekil 4. 1. Hayvanlarin Akciger Dokularindaki MDA Diizeyleri

Dipnot: Veriler ortalamaztortalamanmin standart hatast olarak sunulmugtur. ®, diger gruplar
SG ile karsilastirldiginda p<0.05; ° , AATP-2 ve AATP-4 gruplart AMD ile
karsilagtinlldiginda p<0.05; ©, AATP-4 grubu AATP-2 grubu ile karsilastirildiginda p<0.05
anlamina gelmektedir. Istatistiksel analizler tek yonlii ANOVA testi ve ardindan post-hoc test
olarak Games-Howell testi kullanilarak gerceklestirilmistir. Tiim gruplar icin n=6 ‘dir.

Kisaltmalar: SG: Saghkl grup; AMD. Tek basina 50 mg/kg Amiodaron uygulanan grup;
AATP-2: 50 mg/kg Amiodaron + 2 mg/kg ATP uygulanan grup; AATP-4: 50 mg/kg
Amiodaron + 4 mg/kg ATP uygulanan grup; MDA: Malondialdehit.
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4.1.2. tGSH Analiz Sonuclari

Sekil 4.2 ve Tablo 4.1, 4.2 *de verildigi gibi, AMD grubunun akciger dokusu, SG
grubunun akciger dokusu ile kiyaslandiginda daha diisik tGSH seviyeleri
kaydedilmistir (p<0.001). tGSH diizeyleri SG grubunda 6.69+0.08 iken AMD
grubunda 3.15+0.18 olarak olgiilmiistiir.

Hem 2 mg/kg ATP hemde 4 mg/kg ATP ile tedavi, AMD grubunun tGSH
seviyelerinde goriilen bu diisiisii 6nemli Sl¢iide baskilamistir (sirasiyla, p<0.001;
p<0.001). AATP-2 grubunda tGSH diizeyleri 4.66+0.05, AATP-4 grubunda ise
6.27+0.05 olarak bulunmustur. AATP-2 ve AATP-4 gruplarinin akciger dokusundaki
tGSH diizeyleri, saglikli grup ile karsilastirildigindaysa her iki grupta da istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunmustur (sirasiyla, p<0.001; p=0.009).
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Sekil 4. 2. Hayvanlarin Akciger Dokularindaki tGSH Diizeyleri

Dipnot: Veriler ortalamazortalamanin standart hatast olarak sunulmugtur. ®, diger gruplar
SG ile karsilastirldiginda p<0.05; ° , AATP-2 ve AATP-4 gruplart AMD ile
karsilastirlldiginda p<0.001, ¢, AATP-4 grubu AATP-2 grubu ile karsilastirildiginda
p<0.001 anlamina gelmektedir. Istatistiksel analizler tek yonlii ANOVA testi ve ardindan
post-hoc test olarak Games-Howell testi kullanilarak gerceklestirilmistir. Tiim gruplar igin
n=06 ‘dir.

Kisaltmalar: SG: Saghkl grup; AMD. Tek basina 50 mg/kg Amiodaron uygulanan grup;
AATP-2: 50 mg/kg Amiodaron + 2 mg/kg ATP uygulanan grup; AATP-4: 50 mg/kg
Amiodaron + 4 mg/kg ATP uygulanan grup; tGSH: Indirgenmis glutatyon.
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4.1.3. SOD Analiz Sonuc¢lar1

Sekil 4.3 ve Tablo 4.1, 4.2 ’de goriildiigi gibi, AMD grubunun akciger dokusu SG
grubunun akciger dokusundan daha disik SOD aktivitesi sergilemistir (p<0.001).
SOD aktiviteleri SG grubunda 6.00+0.17 iken AMD grubunda 2.34+0.07 olarak
Ol¢iilmiistiir. Hem 2 mg/kg ATP hemde 4 mg/kg ATP ile tedavi, AMD grubunun
SOD aktivitelerinde kaydedilen bu azalis1 6nemli Ol¢lide baskilamistir (sirasiyla,
p<0.001; p<0.001). AATP-2 grubunda SOD aktivitesi 4.16+0.25, AATP-4 grubunda
ise 5.74+0.05 olarak Oolgilmistir. AATP-2 ve AATP-4 gruplarinin akciger
dokusundaki SOD aktivitesi, saglikli grup ile kiyaslandigindaysa AATP-2 grubunda
istatistiksel olarak anlamli bir fark mevcut iken (p<0.001), AATP-4 grubunda
istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmemistir (p=0.661).
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Sekil 4. 3. Hayvanlarin Akciger Dokularindaki SOD Aktiviteleri

Dipnot: Veriler ortalamaztortalamanmn standart hatast olarak sunulmugtur. ®, diger gruplar
SG ile karsilastirldiginda p<0.001; ° , AATP-2 ve AATP-4 gruplart AMD ile
karsilastirlldiginda p<0.001, ¢, AATP-4 grubu AATP-2 grubu ile karsilastirildiginda
p<0.001 anlamina gelmektedir. Istatistiksel analizler tek yonlii ANOVA testi ve ardindan
post-hoc test olarak Tukey’s HSD testi kullanilarak gerceklestirilmistiv. Tiim gruplar icin
n=06 ‘dir.

Kisaltmalar: SG: Saghkl grup; AMD. Tek basina 50 mg/kg Amiodaron uygulanan grup;
AATP-2: 50 mg/kg Amiodaron + 2 mg/kg ATP uygulanan grup; AATP-4: 50 mg/kg
Amiodaron + 4 mg/kg ATP uygulanan grup, SOD: Siiperoksit dismutaz.
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4.1.4. CAT Analiz Sonuclari

Sekil 4.4 ve Tablo 4.1 ile 4.2 *de gosterildigi tizere, AMD grubunun akciger dokusu,
SG grubunun akciger dokusu ile karsilastirildiginda daha diisik CAT aktivitesi
saptanmustir (p<0.001). CAT aktivitesi SG grubunda 6.41+0.12 iken AMD grubunda
2.30+0.04 olarak olgiilmistiir. Hem 2 mg/kg ATP hemde 4 mg/kg ATP ile tedavi,
AMD grubunun CAT aktivitesinde goriilen bu diisiisii 6nemli Olgiide engellemistir
(sirasiyla, p<0.001; p<0.001). AATP-2 grubunda CAT aktivitesi 4.23+0.05, AATP-4
grubunda ise 6.26+0.06 olarak dl¢iilmiistiir. AATP-2 ve AATP-4 gruplarinin akciger
dokusundaki SOD aktivitesi, saglikli grup ile karsilastirildigindaysa AATP-2
grubunda istatistiksel olarak anlamli bir fark mevcut iken (p<0.001), AATP-4
grubunda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmemistir (p=0.691).

45



CAT (ng/mL)
Y

Sekil 4. 4. Hayvanlarin Akciger Dokularindaki CAT Aktiviteleri

Dipnot: Veriler ortalamazortalamanin standart hatast olarak sunulmustur. *, diger gruplar
SG ile karsilastirldiginda p<0.001; °, AATP-2 ve AATP-4 gruplart AMD ile
karsilagtinlldiginda p<0.001; ¢, AATP-4 grubu AATP-2 grubu ile karsilastirildiginda
p<0.001 anlamina gelmektedir. Istatistiksel analizler tek yonlii ANOVA testi ve ardindan
post-hoc test olarak Games-Howell testi kullanilarak ger¢eklestirilmistir. Tiim gruplar i¢in
n=6 ‘dir.

Kisaltmalar: SG: Saghkl grup; AMD: Tek basina 50 mg/kg Amiodaron uygulanan grup;
AATP-2: 50 mg/kg Amiodaron + 2 mg/kg ATP uygulanan grup; AATP-4: 50 mg/kg
Amiodaron + 4 mg/kg ATP uygulanan grup; CAT: Katalaz.

46



4.1.5. IL-6 Analiz Sonuclari

Sekil 4.5 ve Tablo 4.1, 4.2°de goriilebilecegi gibi, AMD grubunun akciger dokusu
SG grubunun akciger dokusundan daha yiiksek IL-6 seviyeleri sergilemistir
(p<0.001). IL-6 diizeyleri SG grubunda 2.43+0.12 iken AMD grubunda 5.64+0.11
olarak olgiilmiistir. Hem 2 mg/kg ATP hemde 4 mg/kg ATP ile tedavi, AMD
grubunun IL-6 seviyelerinde goriilen bu artis1 6nemli 6lgiide baskilamistir (sirasiyla,
p<0.001; p<0.001). AATP-2 grubunda IL-6 diizeyleri 4.18+0.03, AATP-4 grubunda
ise 2.85+0.20 olarak Oolgilmistir. AATP-2 ve AATP-4 gruplarinin akciger
dokusundaki IL-6 diizeyleri, saglikli grup ile kiyaslandiginda ise AATP-2 grubunda
istatistiksel olarak anlamli bir fark mevcut iken (p<0.001), AATP-4 grubunda
istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmemistir (p=0.337).
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Sekil 4. 5. Hayvanlarin Akciger Dokularindaki IL-6 Diizeyleri

Dipnot: Veriler ortalamaztortalamanmn standart hatast olarak sunulmugtur. ®, diger gruplar
SG ile karsilagtirldiginda p<0.001; ° , AATP-2 ve AATP-4 gruplart AMD ile
karsilastirlldiginda p<0.001, ¢, AATP-4 grubu AATP-2 grubu ile karsilastirildiginda p<0.05
anlamina gelmektedir. Istatistiksel analizler tek yonlii ANOVA testi ve ardindan post-hoc test
olarak Games-Howell testi kullanilarak gerceklestirilmistir. Tiim gruplar icin n=6 ‘dir.

Kisaltmalar: SG: Saghkl grup; AMD: Tek basina 50 mg/kg Amiodaron uygulanan grup;
AATP-2: 50 mg/kg Amiodaron + 2 mg/kg ATP uygulanan grup; AATP-4: 50 mg/kg
Amiodaron + 4 mg/kg ATP uygulanan grup; IL-6: Interlékin 6.
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4.2. Histopatolojik Bulgular

Sekil-1’den goriildiigii gibi, saglikli Kontrol grubuna ait akciger dokusu kesitleri
incelendiginde bronsiyol yapilari, alveoller, interalveolar septa ve damar yapilarinin
normal histolojik diizeyde oldugu gézlemlenmistir. Tek basina amiodaron uygulanan
AMD grubuna ait akciger dokusu incelendiginde ise, peribronsiyal alanda yogun
lenfosit infiltrasyonu izlenmistir. Alveoller arasi interalveolar septada bag doku
miktarinda artis ve kan damarlarinda konjesyon tespit edilmistir (Sekil-2). Ancak, 2
mg/kg dozda ATP+amiodaron uygulanan AATP-2 grubu degerlendirildiginde,
peribronsiyal alandaki lenfosit infiltrasyonu ve interalveolar septada bag doku
yogunlugunda azalma izlenmistir. Ayrica bu gruptaki kan damarlarinda konjesyonun
azaldig1 gorilmistiir (Sekil-3). 4 mg/kg ATP ile tedavi edilen AATP-4 grubuna ait
akciger dokular histolojik goériiniimii kontrol grubuna yakin bulunmustur. Bu gruba
ait akciger dokularinda bronsiol, alveoller, interalveolar septa ve damar yapilarinin
normal histolojik yapida oldugu goézlemlenmistir (Sekil-4). Sonug¢ olarak; saglikli
grubun akciger dokusunun histopatolojisi grade-0 olarak degerlendirilmistir. Tek
basina amiodaron uygulanan AMD grubunda akciger dokusundaki histopatolojik
hasar ise grade-3 olarak saptanmistir. 2 mg/kg ATP ile tedavi edilen AATP-2
grubunda akciger hasar siddeti grade-2 olurken, 4 mg/kg ATP ile tedavi edilen
AATP-4 grubundaki hasar grade-1 olarak izlenmistir.
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Sekil 4. 6. SG’ye Ait Akciger Kesitinde Hematoksilen-Eozin Boyama

=: brongsiyol, > interalveolar septa, V: kan damari, (HxE 200). Scale bar 100um.
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Sekil 4. 7. Tek Bagina Amiodaron Uygulanan AMD Grubuna Ait Akciger Kesitinde
Hematoksilen-Eozin Boyama

=. brongiyol, > interalveolar septa, *: konjesyon, V: kan damari, 1. lenfosit
infiltrasyonu (HxE200). Scale bar 100um.
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Sekil 4. 8. ATP+Amiodaron Uygulanan AATP-2 Grubuna Ait Akciger Kesitinde
Hematoksilen-Eozin Boyama

=»: brongiyol, »: interalveolar septa, »*: konjesyon, V: kan damari, (HxE200).
Scale bar 100um.
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Sekil 4. 9. ATP+Amiodaron Uygulanan AATP-4grubuna Ait Akciger Kesitinde
Hematoksilen-Eozin Boyama

=»: brongiyol, »>: interalveolar septa, V: kan damari, (HxE 200). Scale bar 100um.
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5. TARTISMA

Bu calismada ATP’nin siganlarda amiodaronun oksidatif ve inflamatuar akciger
hasarma kars1 etkileri biyokimyasal ve histopatolojik olarak arastirilmistir.
Amiodaron en sik kullanilan antiaritmik ilaglardan biri olup simifindaki birgok anti-
aritmik ajana gore yliksek etki ve hayati dneme sahip olmasina ragmen olumsuz
sistemik etkileri tespit edilmistir, bu yan etkileri de klinikte rutin kullanimini
kisitlamaktadir (You ve ark., 2022). Klinikte kullanimi 6zellikle interstisyel
pnomoni, ilerleyici pulmoner fibrozis ve bazen Oliimciil akut solunum sikintisi
sendromu (ARDS) gibi akciger toksisitesi nedeniyle sinirlandirilmaktadir (Feduska
ve ark., 2021). Literatiirlerden, amiodaron’un akciger dokusunda ROS iiretimindeki
artist ve ROS’lan1 detoksifiye eden antioksidanlarin yetersizligine yol agarak
nihayetinde oksidatif akciger hasarina neden oldugu anlasilmaktadir (lbrahim
Fouad., 2021; Silva Santos ve ark., 2017). Bilindigi gibi, ROS’lar asir1 iretildigi
zaman hiicre zarindaki lipidleri oksitleyerek (LPO) hiicreleri hasara ugramaktadir.
Bu reaksiyonunun son toksik iiriinii olan MDA membran komponentlerinin ¢apraz
baglanmasi, antioksidan enzim aktivitesinin azalmasi gibi olumsuz sonuglara yol
acarak, LPO’nun olusturdugu oksidatif hasar1 daha da siddetlendirir (Ayala ve ark.,
2014).

Calismamizda siganlarin akciger dokusundaki ROS iliskili oksidatif hasari
degerlendirmek icin MDA, tGSH, SOD ve CAT diizeyleri 6lgiildii. Biyokimyasal
deney sonuclarimiz, amiodaronun hayvanlarin akciger dokusunda MDA diizeyini
yiikselttigini, ancak tGSH, SOD ve CAT gibi endojen enzimatik ve enzimatik
olmayan antioksidan diizeylerini dislirdiigiinii gostermistir. Deney sonuglarimizi
destekleyen Fouad I ve arkadaslariin ¢aligmasinda, amiodaron uygulanmasina baglh
hasarli akciger dokusunda MDA diizeyinde artis ve total antioksidan diizeyinde
azalis rapor edilmistir (Ibrahim Fouad, 2021). Sharaf El Din ve arkadaslarinin
yaptiklar1 bir ¢alismada ise amiodaron uygulamasinin siganlarin akciger dokusunda
anlaml diizeyde MDA artisina ve nihayetinde oksidatif hasara neden oldugu ifade

edilmistir (Sharaf EI-Din ve Abd Allah, 2016).
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Amiodaron uyguladigimiz hayvanlarin akciger dokusunda MDA diizeyinin yiiksek
bulunmus olmas literatiir bilgileri ile ortiistiigiinii isaret etmektedir (Ibrahim Fouad,
2021; Sharaf EI-Din ve Abd Allah, 2016).

Endojen ve eksojen antioksidanlarin ROS’lar1 siipiirerek hiicreyi oksidatif hasardan
korudugu kabul edilmektedir (Jena ve ark., 2023). Bu endojen antioksidanlardan
biride GSH dir. Bilindigi gibi GSH L-glutamat, L-sistein ve glisinden olusan
tripeptid yapisinda bir molekiildiir. GSH, antioksidan ve detoksifikasyon savunma
mekanizmalarinin 6nemli siireclerinde rol oynayan tek sistein residiisiine sahip
enzimatik olmayan bir antioksidandir (Circu ve Aw, 2008). Literatiir verileri GSH
diizeyindeki azalmanin hem dogrudan hem de dolayl1 olarak etki gostermek suretiyle
LPO’yu arttirdigin1 gostermektedir (Ayala ve ark., 2014; Rahman ve MacNee, 2000).
Amiodaronun neden oldugu akciger oksidatif hasarinda GSH miktarinin azaldigini
gosteren calismalar bulunsada (Ciencewicki ve ark., 2008; Unver ve ark., 2019),
amiodaronun neden oldugu akciger hasarinda GSH diizeyini arastiran az sayida
calisma mevcuttur (Al-Shammari ve ark., 2016; lbrahim Fouad, 2021). Bununla
birlikte Fouad | ve arkdaslart amiodaron uygulamasi sonucu MDA artisina paralel bir
sekilde sicanlarin akciger dokusunda 6nemli bir endojen antioksidan olann tGSH
diizeyinde azalig tespit etmiglerdir (lbrahim Fouad, 2021). Al-Shammari ve
arkadaslar1 tarafindan ise amiodaron tedavisini takiben hayvanlarin akciger
dokusunda tGSH diizeyinde azalma ile baglantili olarak oksidatif hiicre hasarinda
artts oldugu rapor edilmistir (Al-Shammari ve ark., 2016). Bulgularimiz ve
literetiirlerden edinilen bilgiler amiodaronun GSH seviyesini diisiirerek akciger
dokusunu oksidatif hasara karsi daha da savunmasiz hale getirdigini

diistindiirmektedir.

Literatiirde dokulardaki enzimatik antioksidan aktivitelerindeki degisimin g¢esitli
hastalik kosullart ve anormallikler ile iliskilendirilmektedir (Ciencewicki ve ark.,
2008; Mates ve ark., 1999). Bu sebepten dolay1 ¢alismamizda akciger dokusunun
ROS’un zararl etkilerinden ne oranda etkilendigini belirlemek icin SOD ve CAT
enzim aktivitesi Ol¢limii de yapilmistir. Bu calisma verileri amiodaron verilen
hayvanlarin akciger dokusunda serbest radikallerin eleminasyonunda rol oynayan

SOD ve CAT enzimlerin aktivitelerininde azalis oldugunu gosterdi. SOD oksijeni
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metabolize eden tiim hiicrelerde bulunan ve siiperoksitin hidrojen perokside (H20-)
dismutasyonunu katalizleyen bir enzimdir. CAT enzimi ise H20; i suya doniistiirerek
detoksifiye eder (Wang ve ark., 2018). Mevcut literatiirlerde amiodaronun SOD ve
CAT enzim aktiviterini azaltarak akciger doku hasarina neden oldugunu gosteren
calismalar mevcuttur (Ahmed ve ark., 2020; EI-Nahrawy, 2017) Literatiirle uyumlu
olarak bulgularimizdan amiodaron grubunda SOD ve CAT aktivitelerindeki azalisin,
artan H2O2 miktarina bagl olarak hidroksil radikali olusumunu ve nihayetinde
akciger dokusunu oksidatif strese karst savunmasiz  hale  getirdigini

distindiirmektedir.

Bundan once yapilan c¢aligmalardan oksidatif hasarin ¢oklu inflamatuvar
mekanizmalara aracilik ederek akciger doku hasarina yol actig1 bilinmektedir (Atwa
ve ark., 2022). Asiri tretilen ROS’lar, IL-6 gibi proinflamatuar sitokinlerin ve
adezyon molekiillerinin ekspresyonunu artirarak doku hasarina yol agabilmektedir
(Atwa ve ark., 2022; Kellner ve ark., 2017). Ayn1 zamanda IL-6’nin siiperoksit
radikal seviyelerini etkileyerek oksidatif strese katkida bulundugu ve nihayetinde
akciger doku hasarin1 daha da siddetlendirdigi vurgulanmistir (Bezerra ve ark.,
2023). Alazragi ve arkadaslari, amiodaron uygulanan siganlarin akciger dokusunda
oksidan artis1 ve antioksidan azalisi ile birlikte IL-6 sitokin diizeyinde anlamli artis
oldugunu ve pulmoner toksisiteye neden oldugunu rapor etmislerdir (Alazragi,
2020). Valcheva-Kuzmanova ve arkadaglari da amiodaronun zamana bagli olarak
sicanlarin serum Orneklerinde IL-6 diizeyini arttirdigin1 ve bdylece pnomotoksisiteye
yol agtigimi bildirmislerdir (Valcheva-Kuzmanova ve ark., 2014). Literatiir bilgileri
ile uyumlu olarak bizim g¢alismamizda da akciger dokusunda amiodaron ile artis
gosteren oksidatif hasar ile birlikte IL-6 proinflamatuar sitokin seviyesinde yiikselis

oldugu tespit edilmistir.

Yukarida belirtildigi gibi, amiodaron iliskili akciger hasarinin patogenezinde
oksidanlar disinda IL-6 gibi proinflammatuar sitokinlerinde rol aldig1 bilinmektedir
(Valcheva-Kuzmanova ve ark., 2014).Yine, literetiirlerde amiodaronun hiicrelerde
ATP tiikenmesine neden oldugu bilgilerine rastlanmaktadir (Betiu ve ark., 2021).
Amiodaronla hiicresel ATP kaybi1 akciger hasarina neden oldugu histopatolojik
olarakta gosterilmistir (Al-Shammari ve ark., 2016). Ancak, ATP'in ROS siipiiriicti
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ve temizleyici antioksidanlarin sentezinde istirak ettigi bilinsede (Saquet, 2000),
literetiirlerde ATP nin amiodaron ile indiiklenen akciger hasarina etkisini arastiran

calismalara rastlanmamustir.

Calismamizda amiodaronun neden oldugu oksidatif akciger hasarina karsi etkisini
denedigimiz ATP, MDA’ ’nin amiodaron ile artisin1 anlamli olarak 6nlendigi saptandi.
Ayrica ATP, 4 mg/kg dozda MDA diizeyinin amiodaronla artigini, 2 mg/kg ATP
dozuna gore daha anlamli baskilamistir. Mevcut literatiirlerde ATP’nin amiodaron
iliskili akciger oksidatif hasarinda etkisini gosteren calismalara rastlamadi. Ancak,
ATP’nin organ ve dokulari ilaglarin toksik etkilerinden korudugunu bildiren
calismalar mevcuttur; ATP’nin organ ve dokular iizerindeki bu protektif etkisinin
antioksidan ozelliginden kaynaklandigi ileri siiriilmiistiir (Akbas ve ark., 2023; Ozer
ve ark., 2023). Ayrica Bayrakg¢eken ve ark. amiodaron iligkili optik hasarda ATP’nin
LPO iirtintiniin olugsmasini inhibe ederek optik ndropatiyi Onledigini bildirmislerdir
(Bayrakceken ve ark., 2023). Deney sonuglarimiz ve literetiirlerden edinilen bilgiler,
ATP’nin  ROS iligkili LPO  inhibisyonuna katkida  bulunabilecegini

diistindiirmektedir.

Ayrica sunulan ¢alismamizda ATP uygulamasi sonucu siganlarin akciger dokusunda
amiodaron iligkili tGSH, SOD ve CAT diizeylerindeki azalis anlamli olarak
baskilandig: tespit edilmistir. Bununla birlikte ATP’nin 4 mg/kg dozda amiodaronun
neden oldugu tGSH, SOD ve CAT diizeylerindeki azalmay1 2 mg/kg dozuna gore
daha iyi engelledigi goriilmiistiir. ATP'nin akciger dokusu tizerindeki bu koruyucu
etkisi, onun ROS'u siipliren antioksidanlarin sentezinde rol oynadigim
gostermektedir (Saquet, 2000). Ayrica antioksidanlarin sentezi igin ATP’nin bir

enerji kaynagi olmasi, onun antioksidan aktivitedeki roliinii agiklayabilir (Yi, 2010).

Literatiirde amiodaronun akciger dokusunda neden oldugu enzimatik ve enzimatik
olmayan antioksidanlarin diizeyindeki degisikliklere karst ATP'nin etkisini aragtiran
calisma verileri bulunmamaktadir. Ancak arastirmalar ATP’nin over, bobrek ve
karaciger gibi organlarda cesitli oksidatif stres faktorlerinin neden oldugu hasara
kars1 koruyucu etki gosterdigini one siirmektedir (Koc ve ark., 2023; Kocaturk ve
ark., 2021; Ozer ve ark., 2023). Ayrica ATP'nin MDA artis1 ile birlikte tGSH, SOD

ve CAT azalisini anlamli olarak inhibe ederek bdbrek dokusunu amiodaronun
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oksidatif hasarindan korudugu tespit agiklanmistir (Bayrakceken ve ark., 2023).
Mevcut caligmanin sonuglart Onceki yapilan caligmalari destekleyerek, ATP’nin
oksidan antioksidan dengenin antioksidanlarin istiinliigiiyle siirdiiriilmesini

saglayarak protektif etki olusturdugunu ortaya koumustur.

Ayrica bu ¢aligmada ATP nin 4 mg/kg dozu amiodaronun akciger dokusunda neden
oldugu IL-6 diizeyindeki artis1 baskilamada 2 mg/kg ATP dozuna gore daha etkili
bulunmustur. Literatiirde ATP’ nin amiodaron iliskili inflamatuvar akciger hasarinda
etkisini gosteren bilgilere rastlanmadi. Ancak, Gonzales ve arkdaslari tarafindan
adenozin tedavisinin farelerin akciger dokusunda lipopolisakkarit kaynakli IL-6
mRNA seviyesindeki artigi anlamli sekilde inhibe ettigi rapor edilmistir (Gonzales
ve ark., 2014). Ayrica Ozer ve arkadaslarmin ¢alismasinda ATP uygulamasi ile
birlikte 5-FU iligkili over hasarinda oksidatif stres parametreleri ile birlikte 1L-6

diizeyinde anlamli azalis oldugu vurgulanmistir (Ozer ve ark., 2023).

Calismamizda  biyokimyasal deney  sonuglarimiz, histolojik  bulgularla
desteklenmektedir. Histolojik bulgularimiz, amiodaron uygulanan hayvanlarin
akciger dokusunda peribronsiyal alanda yogun lenfosit infiltrasyonu, interalveolar
septada bag dokusunda artig, kan damarlarinda konjesyon gelistigini gostermistir. Bu
histopatolojik bulgularimiz, amiodaron uygulanan deney hayvanlarin akciger
dokusunda 6dem, interstisyel vaskiiler konjesyon, perivaskiiler ve peribronsial
lenfositik infiltrasyon, diffiiz interstisyel pnomoni ve interalveolar septumlarda
kalinlagma gibi bulgular1 gosteren ¢alisma sonuglari ile ortiismektedir (Al-Shammari
ve ark., 2016; Ibrahim Fouad , 2021). Bununla birlikte calismamizda ATP (4 mg/kg)
ile yapilan tedavi, amiodaronun neden oldugu lenfosit infiltrasyonu, interalveolar
septada bag dokusunda arti, kan damarlarinda konjesyon gelisimini anlamh

baskilamistir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Sonug¢ olarak bu c¢alismada biyokimyasal ve histopatolojik veriler amiodaron
uygulanan grupta akciger dokusunda oksidan antioksidan durum arasindaki dengenin
oksidanlarin lehine degistigini gostermistir. Amiodaronun akciger dokusuna toksik
yan etkileri biyokimyasal parametreler ve histolojik verilerle gdsterilmistir. Bu
calismada da amiodaron uygulamas: ile malondialdehit seviyelerinin arttig1,
glutatyon, siiperoksit dismiitaz ve katalaz seviyelerinin azaldigi gosterilmistir. Bu
calismada amiodaron uygulamasi ile akciger dokusunda oksidan artigi ve antioksidan
azalisgina paralel bir sekilde proinflamatuvar interlokin-6 diizeylerininde arttig1
gosterilmigtir. Ayrica akciger dokusunda olusan oksidatif strese inflammasyonunda
eslik ettigi histopatolojik olarak kanitlanmistir. Calismamizda 2 mg/kg dozda ATP
uygulamasi hayvanlarin akciger dokusunda amiodaron iligkili siddetli oksidan
artisin1 ve antioksidan azalisini orta diizeyde baskilamistir. Ayrica bu grubun akciger
dokusunda histopatolojik hasar siddeti orta diizeyde saptanmistir. 4 mg/kg dozda
kullanilan ATP ise amiodaron iliskili akciger hasarin1 2 mg/kg ATP dozuna gore
daha anlamli sekilde onlemistir. Hatta 2 mg/kg ATP uygulanan hayvan grubunda
goriilen lenfosit infiltrasyonu, 4 mg/kg ATP dozu uygulanan grupta histolojik olarak
saptanmamistir. Ayrica 4 mg/kg dozda uygulanan ATP grubunda oksidan
antioksidan diizeyleri ve akciger dokusunun histopatolojik gériiniimii saglikli hayvan
grubuna yakin bulunmustur. Ozetle, bu calismadan elde edilen veriler, ATP nin
antioksidan ve antiinflamatuvar aktivite sergiledigi, amiodaronun neden oldugu
akciger toksisitesini inhibe ettigini ve geri donderebildigini gdstermistir.
Amiodaronun neden oldugu akciger hasarinin tedavisinde ATP, 4 mg/kg dozda 2
mg/kg dozuna gore daha yararli bulunmustur. Bu ¢alismanin sonuglart ATP’nin,
Klinikte amiodaron kullanimi1 esnasinda olusabilecek akciger hasarinin tedavisinde

yararli olabilecegini isaret etmektedir.

ATP’nin, amiodaron akciger toksisitesine kars1 koruyucu etki mekanizmasina daha

detayli agiklik getirilebilmesi i¢in ileride daha detayli galismalarin yapilmasi
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gerekmektedir. Bu baglamda ATP’nin pulmonoprotektif etki mekanizmasinda
proinflammatuar sitokin yanisira ve antiinflammatuar sitokin diizeylerinin
Olclilmesinin yararh olabilecegini diisiinmekteyiz. Ayrica akciger doku orneklerinin
histopatolojisinin molekiiler diizeyde incelenmesini amiodaron pulmonotoksisitesinin

mekanizmasinin aydinlatmasinda kolaylik saglayacaktir.
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