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KISALTMALAR

TSA: Trisiklik antidepresanlar

AAPCC NPDS: Amerika Ulusal Zehir Danigsma Merkezi
DEU ZDM: Dokuz Eyliil Universitesi Zehir Danisma Merkezi
SSS: Santral sinir sistemi

KVS: Kardiyovaskiiler sistem

ECMO: Ekstrakorporeal membran oksijenasyonu
2-HPBCD: 2-hidroksipropil-p—siklodekstrin
SSRI: Selektif serotonin geri alim inhibitdrleri
SERT: Serotonin geri alim tagiyicisi

NET: Noradrenalin geri alim tastyicisi

SA: Sinoatriyal

AV: Atriyoventrikiiler

Ina Hizli sodyum kanallari

NO: Nitrik oksit

IP3: Inozitol-3-fosfat

DAG: Diagil gliserol

K* : Potasyum

S1P: Sfingozin-1-fosfat

eNOS: endotelyal nitrik oksit sentaz

VEGEF: vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii

EKG: Elektrokardiyografi

TCA-Fab: Trisiklik antidepresan antikoru

FDA: Amerika Gida ve Ila¢ Dairesi

PDGF-BB: Platelet derive vaskiiler biiyiime faktorii
TGF- B1: Tiimor biiylime faktorii

bFGF: Fibroblast bityiime faktori

KHB: Krebs-Henseleit Bikarbonat

KCI: Potasyum kloriir



ACh: Asetilkolin
NE: Norepinefrin
Ka: Baglanma affinitesi

SBE-CD: Siilfobiitileter-p-siklodekstrin



1. OZET

Calismamizda in vitro sigan aortunda amitriptilinin olusturdugu vazodilatasyon {izerine;
amitriptiline orta-yiiksek affinite ve 1:1 secicilik ile baglanan 2-hidroksipropil-f-

siklodekstrinin (2-HPBCD) etkilerinin incelenmesi amaglandi.

Deneylerde viicut agirligi ortalama 345.1+17.0 g olan 19 adet Wistar tiirii erkek sigan
kullanildi. Siganlardan alinan torakal aorta dokular1 in vitro organ banyosu sistemine asildi ve
dokularin kasilma cevaplar1 kaydedildi. Deney baslangicinda dokularin endotel canliliklar1
degerlendirildi. Potasyum kloriirle (KCI, 100 mM) kasilma cevabi (ortalama 1646.0+389.2 mg)
ve sonrasmda asetilkolinle (ACh, 10®° M) gevseme cevabi (ortalama %46.8+6.4) elde edilen
dokular calismaya dahil edildi.

Calismamizda oncelikle yiiksek doz (1:20 molar oranda) 2-HPBCD molekiiliiniin tek
bagina vaskiiler kasilma cevabi iizerine etkisi olup olmadigi degerlendirildi (Grup 1). Daha
sonra deney gruplarina tek basina amitriptilin (1.8x10° M) veya sirasiyla Grup 2, Grup 3 ve
Grup 4’te amitriptilin ile birlikte 1:1, 1:4, 1:20 molar oranda 2-HPBCD eklenerek vaskiiler
kasilma cevaplari lizerine etkisi olup olmadig1 degerlendirildi. Kasilma cevaplar1 norepinefrin

(NE, 10° M) ile elde edildi ve karsilastirildi.

Tek basima yiiksek doz (1:20 molar oranda) 2-HPBCD uygulamasmin kasilma cevabi
iizerine etki olusturmadigi goriildii (p>0.05). Tek basma amitriptilinin (1.8x10° M) NE ne bagli
kasilma cevabinda % 45.345.6 oraninda azalma olusturdugu saptandi. Amitriptilin ile birlikte
1:1 ve 1:4 molar oranda 2-HPBCD inkiibasyonu ile elde edilen NE kasilma cevaplarinin, tek
basina amitriptilin uygulanan grup ile karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel olarak anlamli
farklilik olmadig1 goriildii (p>0.05). Amitriptilinin ile birlikte 1:20 molar oranda 2-HPBCD
inkiibasyonunun ise amitriptiline bagli NE kasilma cevabinda meydana gelen inhibisyonu
azalttigr bulundu (p<0.05). Sonug olarak yiiksek dozda (1:20 molar oranda) 2-HPBCD,

amitriptilin ile olusan vazodilatasyon cevabini 6nlemede etkili olmustur.

Anahtar kelimeler: in vitro, amitriptilin, hipotansiyon, vazodilatasyon, 2-hidroksipropil-B-

siklodekstrin



IV. SUMMARY

The aim of this study was to investigate the effects of 2-hydroxypropyl-p-cyclodextrin
(2-HPBCD), which bound to amitriptyline with moderate-high affinity and 1: 1 selectivity, on

amitriptyline induced vasodilatation.

Nineteen male Wistar rats (345.1 £ 17.0 g) were used in the experiments. Thoracic aorta
tissues from rats were suspended in rings in an in vitro organ bath system and vascular
contraction responses of the tissues were recorded. At the beginning of the experiment,
endothelial viability of the tissues were evaluated. Tissues with contraction response with
potassium chloride (100 mM KCI, mean 1646.0+389.2 mg) followed by relaxation with
acetylcholine (10° M ACh, 46.8+6.4%) were included in the study.

In our study, firstly, it was evaluated whether high dose (1:20 molar ratio) 2-HPBCD
alone had an effect on vascular contractile response (Group 1). Then, on the vascular
contraction responses by adding amitriptyline (1.8x10° M) alone or amitriptyline 1:1, 1:4, 1:20
molar ratio together with amitriptyline in Group 2, Group 3 and Group 4 respectively.
Contractile responses were obtained with norepinephrine (10° M NE) and then were compared

each other.

High dose alone (1:20 molar ratio) 2-HPBCD administration did not affect the contractile
response (p>0.05). Amitriptyline alone (1.8x10®° M) treated group showed a 45.3£5.6%
reduction in contractile response. There was no statistically significant difference between the
norepinephrine contractile responses obtained by 2-HPBCD incubation at 1:1 and 1:4 molar
ratio with amitriptyline compared to the group treated with amitriptyline alone (p>0.05).
Incubation of 2-HPBCD in a 1:20 molar ratio with amitriptyline was found to reduce the
inhibition of amitriptyline-induced norepinephrine contractile response (p<0.05). In
conclusion, high-dose 2-HPBCD was effective in preventing vasodilatation response with

amitriptyline.

Keywords: In vitro, amitriptyline, hypotension, vasodilatation, 2-hydroxypropyl-p-

cyclodextrin



V. GIRIiS VE AMAC

Trisiklik antidepresanlar (TSA), yan etkileri nedeniyle yillar iginde kullanimlar1
sinirlandirilmakla birlikte halen pek ¢ok psikiyatrik ve norolojik hastaligin tedavisinde
kullanilmaktadir. TSA’larin yiiksek doz maruz kalimlari, hastaneye yatig gerektiren ve hayati
tehdit edebilen zehirlenmelerdir.> Amerika Ulusal Zehir Danisma Merkezi (AAPCC NPDS)
2017 yil1 verilerine gore antidepresanlar 20 yas ve {izeri hastalarda en sik zehirlenme etkenleri
arasinda tli¢lincii sirada yer almaktadir. Antidepresanlar i¢inde TSA ile zehirlenmeler dordiincii
siradadir ve amitriptilin tek basina en sik zehirlenmeye neden olan ilk 10 antidepresan i¢erisinde
yer almaktadir. Ayrica, TSA’lar 6limle sonuglanan zehirlenmelerde de ilk 15 etken
icerisindedir.®) Dokuz Eyliil Universitesi Zehir Danisma Merkezi’nde (DEU ZDM) yapilan
yillik degerlendirmelerin verilerine gore, 2015-2016 yillarinda bildirilen antidepresan

zehirlenmeleri arasinda TSA’larm iigiincii sirada yer aldig1 belirtilmektedir.®)

TSA zehirlenmelerinde antikolinerjik bulgular (agiz kurulugu, tasikardi, tiriner
retansiyon, bagirsak seslerinde azalma, deliryum), noébet, ventrikiiler disritmiler ve
hipotansiyon gibi bulgular goriilebilmektedir. Ozellikle santral sinir sistemi (SSS) ve
kardiyovaskiiler sistem (KVS) iizerine toksik etkileri o6liimciil ve tedaviye direngli

seyredebilmektedir.®

Hipotansiyon, TSA tedavi dozunda kullaniminda ya da zehirlenmelerinde oldukga sik
goriilen bir bulgudur. Hipotansiyon olusumunda TSA’nin; kinidin benzeri etki ile faz 0 sodyum
kanal blokajmma bagli miyokard disfonksiyonu; a-adrenerjik reseptor blokajma baglh direkt
vazodilatasyon, norepinefrin ve dopamin gibi biyolojik aminlerin sinaptik aralikta geri aliminin
inhibisyonu sonucu tiiketilmesi, > anjiogenez inhibisyonu,® adenozin reseptor aktivasyonu”

gibi etkilerinin sorumlu olabilecegi bildirilmektedir.

TSA zehirlenmesine bagli hipotansiyonun tedavisinde sirasiyla; intravendz sivi
replasmani, sodyum bikarbonat, vazopressdr ve inotrop ajanlar, standart tedaviye yanit
alinamadig: takdirde glukagon, ekstrakorporeal membran oksijenasyonu (ECMO) ve intralipit
tedavisi Onerilmektedir. Ancak bu tedavilerin yararhiligina iligkin verilerin kanit diizeyi yeterli
degildir. TSA zehirlenmelerinde hemodiyaliz ve hemoperfiizyon gibi eliminasyonu arttirct
yontemler dnerilmemektedir. Ozgiil antidot tedavisi mevcut olmayip, gelistirme calismalari

devam etmektedir.(* 89



Siklodekstrinler ve onun hidroksialkil derivesi olan 2—hidroksipropil-p—siklodekstrin (2-
HPBCD); 0—1-4 baglar ile bagl glukoz oligomerlerinden olusan amiloz benzeri siklik yapida
maddelerdir. Bu kimyasal yap1 sayesinde koni benzeri sekilleriyle hidrofilik bir ilag tasiyici
molekiil olarak farmakolojide kullanim alan1 bulmaktadirlar. Siklodekstrinlerin; baglandigi
ilaclarin ~ farmakokinetigi ve  farmakodinamigini  degistirdigine dair  calismalar
bulunmaktadir.?® Bunlardan en iyi bilineni; sekiz glukoz iinitesinden olusan yani y-
siklodekstrinin bir derivesi olan sugammadeksin; rokiironyuma c¢ok yiiksek affinite
(Ka=1.8x10" M) ve segicilikle (1:1) baglanmasidir.*? Rokiironyumun anestezi sonrasi uzayan
etkisini sonlandirmak amaciyla siklodekstrinlerin kullanilmasi, toksikolojide yeni bir antidot
olarak da arastirilmalarmi saglamistir. Ek olarak anjiogenezi artirdigini gésteren ¢alismalar da
bulunmaktadir.*? Bu nedenle, TSA’larla ve 6zellikle amitriptilinle 1:1 molar oraninda ve orta-
yiiksek affinite (1500-3200 M?) ile baglandig1 gosterilen B-siklodekstrinler, amitriptiline baglh
gelisen hipotansiyon tedavisinde kullanilabilecegi diisiiniilerek arastrmamizin konusu

olmustur.*3

Siklodekstrinlerin  toksikolojik  etkilerinin  degerlendirildigi  ¢aligmalarda, -
siklodekstrinin hemoliz, apoptotik hiicre Oliimii ve geri doniigsiiz bobrek hasarina neden
olabildigi gosterilmistir. Hayvan ¢alismalarinda 2-HPBCD nin ise yiiksek dozlarda intravendz
(i.v.) kullanimda akciger, bobrek ve dalakta, oral kullanimda ise karacigerde hafif toksik
etkilere neden oldugu ve bu etkilerin geri doniislii oldugu gosterilmistir. insanlardaki 2-HPBCD
calismalarinda ise ciddi advers etki bildirilmemistir.*¥ Boliimiimiizde daha &nce yapilan bir
tez calismasinda, 2-HPBCD’nin 4.19 mg/kg/dk (diisiik doz) ve 16.76 mg/kg/dk (yliksek doz)
infiizyon dozlarinda amitriptilin zehirlenmesine baglh kardiyak bulgular tizerine etkisi olmadigi

gbézlenmistir. Calismada, 2-HPBCD’e bagh toksisite bulgusu gozlenmedigi rapor

edilmektedir.4

Bu projenin amaci, bir siklodekstrin olan ve kalici istenmeyen etkileri bulunmayan 2-
hidroksipropil-p-siklodekstrinin  (2-HPBCD), izole sigan aortunda amitriptiline bagl

vazodilatasyon lizerine etkisinin arastiriimasidur.



VI. GENEL BIiLGIiLER

VIA. TRISIKLIK ANTIDEPRESANLAR

Trisiklik antidepresan (TSA) ilaglarin ilki olan imipramin 1956 yilinda Dr. Roland Kuhn
tarafindan gelistirilmis ve 1959’da piyasaya siiriilmiistiir. Depresyonun patofizyolojisi
aydinlatilmaya baslandiktan ve monoamin hipotezi ortaya atildiktan sonra 1961 yilinda
imipramine benzer yapida olan amitriptilin ve arkasindan diger TSA’lar da hizla piyasaya

siiriilmeye baglamistir.6 7

Pek cok smniflama olmakla birlikte siklik yapidaki antidepresanlar kimyasal yapilarmna
gore; “tersiyer aminli trisiklikler” ve ‘“sekonder aminli trisiklikler” ile bu gruplara dahil
edilemeyen “tetrasiklik” ve “unisiklik” yapida antidepresanlar olarak gruplara
ayrilabilmektedir. Amitriptilin, imipramin, klomipramin, doksepin ve trimipramin; tersiyer
amin yapisindadirlar. Desimipramin, nortriptilin ve protriptilin sekonder amin yapisinda iken,
amoksapin, maprotilin, mirtazapin, vilazodon tetrasiklik; buprapion ise unisiklik yapidadirlar
(Tablo 1).(8:19)

Tablo 1. Yapilarina gore trisiklik antidepresanlar ve benzerleri

Trisiklik antidepresanlar

Tersiyer aminli trisiklikler Amitriptilin, imipramin, klomipramin, doksepin,
trimipramin
Sekonder aminli trisiklikler Desimipramin, nortriptilin, protriptilin
Tetrasiklik antidepresanlar Amoksapin, maprotilin, mirtazapin, vilazodon
Unisiklik antidepresanlar Buprapion

Glinlimiizde major depresyonun tedavisi i¢in ilk siwrada selektif serotonin geri alim
inhibitorleri (SSRI) tercih edilmekle birlikte, TSA’lar standart tedaviye yanit vermeyen major
depresyonda, migren profilaksisinde, noropatik agr1 tedavisinde, obsesif-kompulsif bozukluk

tedavisinde ve ¢ocuklarda nokturnal eniirezis tedavisinde kullanilmaktadirlar.®



TSA yiiksek doz alimlari, gogunlukla kronik agr1 ve néropsikiyatrik hastaliklarin tedavisi
amacityla kullanan hastalarda goriilmektedir. TSA’lara bagl zehirlenme olgular1 zaman iginde
sayica azalmakla birlikte hastaneye yatis ve Oliim oranlart halen artma egilimindedir.)
Amerika Ulusal Zehir Danisma Merkezi (AAPCC NPDS) 2017 yili verilerine gore
antidepresanlar 20 yas ve tizeri hastalarda en sik karsilagilan zehirlenme etkenleri arasinda
ticlincii sirada yer almaktadir. Antidepresanlar iginde TSA ile zehirlenmeler dordiincii sirada,
amitriptilin tek basma en sik zehirlenmeye neden olan ilk 10 antidepresan arasinda yer
almaktadir. Ayrica, TSA’lar 6liimle sonuglanan zehirlenmelerde de ilk 15 etken igerisindedir.?®
Dokuz Eyliil Universitesi Zehir Danisma Merkezi'nde (DEUZDM) yapilan yillik
degerlendirmelerin verilerine gore, 2015-2016 yillar1 arasinda bildirilen antidepresan

zehirlenmeleri arasinda TSA’larm tigiincii sirada yer aldig1 belirtilmektedir.®

VIB. AMITRIPTILIN

I. Kimyasal ozellikleri

Amitriptilin yapisinda ii¢ halka ¢ekirdegine bagli bir tersiyer amin yan zinciri igerir (Sekil
1).4% Kimyasal formiilasyonu “Ca20H23N” seklindedir. Molekiil agirlig1 277.411 g/mol’diir. Oda
sicakliginda suda ¢oziiniirliigii 9.71 mg/L’dir. Oktanol/su partisyon katsayis1 4.92 (logP) olup
lipofilik 6zelliktedir. Zayif bazik yapidadir (pKa=9.4).%

Sekil 1. Amitriptilinin kimyasal yapis1



ii. Farmakokinetik ozellikleri

Emilim: Gastrointestinal kanaldan tama yakin emilir. Biyoyararlanimi %30-60

arasindadir. Yiiksek oranda ilk gecis eliminasyonuna ugrar. Enterohepatik dolasima girer.

Dagilim: Plazma doruk konsantrasyona oral ya da intramuskiiler uygulama sonrasi 2-12
saatte ulasir. Proteine baglanma orani yaklagik %95’tir. Sanal dagilim hacmi 16.0+3.0 L/kg’dr.
Postmortem arastirmalarda plazma konsantrasyonuna oranla, beyinde 40 kat, karacigerde 30
kat ve miyokard hiicrelerinde 5 kat daha yiiksek konsantrasyonda oldugu gosterilmistir.

Plasenta ve anne siitiine gegisi vardir.

Metabolizma: Karacigerde demetilasyon (CYP2C19, CYP3A4) ve hidroksilasyon
(CYP2D6) (faz 1) sonrasi, glukuronik asitle konjugasyonu (faz 2) sonucu metabolize olur.
Metabolizmasinda CYP1A2 ve CYP2C9 enzimleri de yer alir. Metabolizmasi, genetik
polimorfizm nedeniyle kisiler arasmda farklihik gosterebilmektedir. Amitriptilinin
demetilasyon sonrasi olusan sekonder amin yapisindaki aktif metaboliti “nortriptilin”dir.
Plazmada aktivitesi nortriptiline gore az olan cis- ve trans-10-hidroksiamitriptilin, cis- ve trans-
10-hidroksinortriptilin - metabolitleri ile ihmal edilebilir diizeyde ve inaktif olan

demetilnortriptilin ve amitriptilin-N-oksit metabolitleri de bulunmaktadir.

Atilim: Yar1 6mrii ortalama 25 saat olup, sistemik klerensi ortalama 39.2+10.2 L/saattir.
Amitriptilin ve metabolitleri baslica bobreklerden atilmaktadir. Bobreklerden atilan kismin
yalnizca %2’si degismeden atilan ilagtir. Idrarin asidiklestirilmesi ile amitriptilin ve
nortriptilinin idrara geg¢isi 1000 kat artirilabilir. Kiiglik bir miktarda biliyer salgilanma sonucu

fecese itrah1 da vardir.(20-24)

iii. Farmakodinamik ozellikleri

Fenotiyazinlere benzer yapisi nedeniyle farmakodinamik etkileri de bu ilaclara benzerlik
gostermektedir. Terapdtik etkisini presinaptik noradrenalin, dopamin ve serotonin gibi
biyolojik aminlerin geri alimmi inhibe etmesi sonucu, sinaptik aralikta ndrotransmitter
miktarinda artig saglayarak gosterir. Amitriptilin, serotonin geri alim tasiyicis1 (SERT) ve
noradrenalin geri alim tastyicis1 (NET) iizerine benzer afinite gosterirken, metaboliti nortriptilin
NET iizerine daha segici etki gosterir. Ayrica, TSA’larm periferal a-adrenerjik, histaminik,

muskarinik ve santral 5-HT: reseptdrleri iizerine antagonist etkileri ile miyokard {izerine hiicre



membranini stabilize edici etkisi de bulunmaktadir. Bu etkileri cogunlukla istenmeyen veya

toksik bulgularm olusum mekanizmalarinda yer alir.®-2% 25

IV. Amitriptiline bagl zehirlenmeler

Amitriptilin ile tedavide, erigkin hastalarda giinliikk 75 mg ile baglanmasi, cevap alinan en
diistik doz ile devam edilmesi tercih edilmektedir. Giinlik olarak maksimum 150-300 mg
kullanilabilmektedir. Amitriptilinin akut 5 mg/kg lizeri dozlarda alimiyla toksik etkiler
goriilmeye baslamakta, 10-20 mg/kg aliminda ise ciddi toksisite bulgular1 gézlenebilmektedir.

Cocuklarda 250 mg miktarinda aliminda bile 6liim goriilebilmektedir.

Amitriptilin zehirlenmesinde ortaya ¢ikan bulgular; santral sinir sistemi, periferik sinir

sistemi ve kardiyovaskiiler sistem bulgular1 olarak gruplanir.

1. Santral sinir sistemi etkileri: Biyolojik aminlerin geri alimini inhibe etmesi nedeniyle

serotonin sendromu veya malign noroleptik sendroma neden olabilmektedir. GABAa reseptor
blokaji sonucu nobet olusumu tetiklenebilir. Antikolinerjik reseptor blokaji etkisi ile deliryum,
ajitasyon ve haliisinasyon gibi mental durum degisikliklerine neden olabilir. Histamin reseptor
blokaji sonucu sedasyon ve koma ortaya ¢ikabilir. Solunum sistemi iizerine etkileri, santral sinir
sistemindeki baskilanmaya sekonder ya da amitriptilinin primer etkilerine bagh
goriilebilmektedir.

2. Periferik sinir sistemi etkileri: Antikolinerjik etkilerine bagl siniis tasikardisi,

hipertermi, cilt ve mukoza kurulugu, bagirsak seslerinde azalma ve idrar retansiyonu
olusabilmektedir.

3. Kardiyovaskiiler sistem etkileri: En sik goriilen kardiyovaskiiler sistem bulgular

hipotansiyon ve aritmilerdir.

TSA’larin toksik etki mekanizmalarma bagh olarak cesitli kardiyak aritmiler
olugabilmektedir. Antikolinerjik etkiye bagl siniis tagikardisi, membran stabilize edici etkiye
bagli QRS uzamasi, kontraktilitede azalma ve asistoli, ileti bozukluklarina bagli PR uzamasi,
AV blok, sag aks paterni, ventrikiiler tasiaritmiler, potasyum kanal blokajina baglit QT uzamasi
ve Torsades de Pointes gibi ciddi ritim bozukluklari goriilebilmektedir. TSA zehirlenmelerinde
sik¢a goriilen bir bulgu olan metabolik asidoz gelisimi ise faz 0 sodyum kanal blokajini artirarak

kardiyak bulgularm daha da kétiilesmesine neden olabilmektedir. 24



Hipotansiyon, amitriptilin zehirlenmesinde sik goriilen, tedaviye direngli olabilen ve

hayat1 tehdit edebilen bir bulgudur.

V. Amitriptiline bagl gelisen hipotansiyon mekanizmalar:

Sistemik vaskiiler basing; ortalama arteriyel basing ve santral vendz basing ile dogru,

kardiyak output ile ters orantili olarak degisir.

Sistemik vaskiiler direng = (Ortalama arteriel basing — Santral vendz basing) / Kardiyak output

Kalpte atrium, sinoatriyal (SA) nod ve atriyoventrikiiler (AV) nod ilizerine parasempatik
sistem innervasyonu ve muskarinik reseptor dagilimi hakim iken, ventrikiil ve Purkinje ileti
sistemi tizerinde sempatik sistem innervasyonu ve adrenerjik (3 reseptor dagilimi hakimdir. Her
iki sistem normal kosullarda denge halinde calisirlar. Amitriptilinin toksik dozda alimu,
presinaptik noradrenalin depolarmin desarjina neden olmaktadir. Bu etki ilacin antikolinerjik
etkisi ile birlikte kisa siireli bir tasikardi ve hipertansiyon goriilmesine neden olabilmektedir.
Ancak, sonrasinda bosalan noradrenalin depolari nedeniyle noradrenalin miktar1 yetersiz
kalmakta ve miyokard iizerine sempatik sistemin olusturdugu pozitif inotrop, kronotrop,
dromotrop ve lusitrop etkiler ortadan kalkmaktadir. Kalbin kasilma giicii ve kalp atim

sayisindaki azalma, kardiyak outputun azalmasiyla sonuglanmaktadr.(t 57 26-30)

Amitriptilinin miyokard iizerine bir diger etkisi, faz 0 hizli sodyum kanallarinin blokaj1
ile ortaya ¢ikmaktadir. Faz 0 hizli sodyum kanal blokaji, amitriptilinin Kinidin benzeri membran
stabilize edici etkisi ile olusmaktadir. Hizli sodyum kanallar1 (Ina), miyokarda gelen uyari
sonucu hiicre i¢ine sodyum akimini baglatarak depolarizasyonu saglarlar. Kanalin bloke
edilmesi ile miyokard hiicrelerinin depolarizasyonu yavaglar. EKG’de QRS uzamasi gdzlenir.

Kardiyak kontraktilite ve sonug olarak kardiyak output azalr.®-57+26-30)

Amitriptilinin hipotansiyon olusumunda kardiyak etkilerinin yaninda vaskiiler direkt

etkilerinin de rolii vardir.

Sistemik vaskiiler direng, lokal ve sistemik diizenleyici yolaklar tarafindan
belirlenmektedir.  Parasempatik  sinir  sisteminin  vaskiiler = yatakta innervasyonu

bulunmamaktadir. Ancak muskarinik reseptorler ve diger lokal yolaklarin diizenlenmesinde rol



oynamaktadir. Sempatik sinir sisteminin ise vaskiiler yatakta hem arterioller hem de veniiller
iizerinde innervasyonu bulunmaktadir. Adrenerjik o1, o2 Ve P2 reseptorlerin yaninda
dopaminerjik reseptorler, anjiotensin ve adenozin reseptorleri ile endotel aracili nitrik oksit
(NO) artis1 da vaskiiler cevabin olusmasinda rol oynamaktadir. Bu reseptorlerin organlardaki
dagilimlarina ve postreseptor olaylarn farkliligina gore dokudaki vaskiiler etkileri degisken
olmakla birlikte, sistemik vaskiiler direncin belirlenmesinde en 6nemli rol az-adrenerjik

reseptorlere aittir, (& 57+ 26-30)

Adrenerjik reseptorlere bagl olusan vazodilatasyon cevabi: ai-adrenerjik reseptorler Ggq

ile kenetlidirler ve uyarilmalar1 sonucu fosfolipaz-C aktivasyonu ile inozitol-3-fosfat (IP3) ve
diagilgliserol (DAG) olusur. IP3 ve DAG aracili hiicre i¢i kalsiyum artis1 ile kasilma cevabi
meydana gelir. Daha az siklikta ise Gi ile kenetli postsinaptik oz-adrenerjik reseptorlerin
aktivasyonu sonucu adenilat siklaz aktivitesi ve cAMP diizeyi azalir, miyozin hafif zincir kinaz
iizerindeki inhibisyon ortadan kalkarak kasilma cevabi olusur. Bu kasici etkiler arteriyoller
iizerinde veniillere gore daha baskindir. Her iki reseptdr de postsinaptik norepinefrin ile
uyarilmaktadirlar. Amitriptiline bagh direkt os-adrenerjik reseptor blokaji ve indirekt
presinaptik norepinefrinin tiikkenmesi sonucu vaskiiler kasilma cevabi azalir. Sonug olarak
sistemik vaskiiler direngte azalma ve hipotansiyon meydana gelir (Sekil 2). Amitriptiline bagh
gelisen hipotansiyon mekanizmalar1 arasinda en biiyiik roliin ai-adrenerjik reseptor blokajina

bagli oldugu diisiiniilmektedir.* 57263

Sempatik (-)
sinir (NE) :
Naw' ( azl

rNE{
§Q @2

-
' Diiz kas TIP3  [cAMP

V4

Kasilma

Sekil 2. o-adrenerjik reseptdrlerin vaskiiler kasilma cevabu iizerine etkileri. GV
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Adenozin _reseptorlerine bagl olusan vazodilatasyon cevabi: Amitriptiline bagh

vazodilatasyon olugsmasinda bir diger mekanizmanin da amitriptilinin adenozin Aza reseptor
aktivasyonu sonucu ger¢eklestigi diisiiniilmektedir. Vaskiiler endotelde yerlesimli olan
adenozin reseptorleri endotel aracili NO salinimini artirmaktadir. Ancak adenozin aracili
vazodilatasyon cevabinda en 6nemli mekanizma, vaskiiler diiz kas iizerinde yerlesimli olan Aza
reseptor aktivasyonudur. Adenozin Ao reseptorleri Gskenetlidir. Vaskiiler diiz kas hiicresinde
ATP’ye duyarli potasyum (K*) kanallar1 aktivasyonu sonucu hiperpolarizasyon olusturarak

vazodilatasyona sebep oldugu diisiiniilmektedir (Sekil 3).( 39

Gevseme

/ Vaskiler i

\diiz kas ~ (;;\MP /
S ATP » =
—A2 Gsi»@“'

Sekil 3. Adenozin Az, aracili vazodilatasyon olusum mekanizmas1 GV

NO araciuli vazodilatasyon cevabi: Amitriptilinin endotel aracili NO sentezini artirmasi

ile de vazodilatasyona neden oldugu diisiiniilmektedir. Endotelde reseptor veya kan akisi stresi
ile olusan aktivasyon sonucu hiicre ici Ca*? diizeylerindeki artis, L-arjininden NO sentezini
gerceklestiren nitrik oksit sentaz enzimini aktive etmektedir. NO, ¢ok kisa dmiirlii ve lipofilik
bir molekiildiir ve endotelden hizla vaskiiler diiz kas hiicresine geger. Hiicre i¢cinde sitoplazmik
guanilat siklaz enzimini aktive ederek GTP’den cGMP olusumu artirir. Hiicre i¢i artan

c¢GMP’nin Ca*? girisini inhibe ettigi, K* kanallarm aktive ederek hiperpolarizasyona neden
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oldugu ve protein kinaz aktivasyonu ile miyozin hafif zincir fosfataz aktivasyonu sonucu
gevseme cevabini olusturdugu diisiiniilmektedir (Sekil 4).30-3D

NO aracih

vazodilatérler
Kan Akisi ‘

L-arj

cnos T
Endotel

hiicresi NO

l\]b Gevseme

1+ }
GSK->CGMP

GTP

Vaskiiler
diiz kas

Sekil 4. Endotel aracil1 NO sentezi ve vaskiiler diiz kasta gevseme cevabi olusmasz. GV

Endotelin _aracii vazodilatasyon cevabi: Amitriptilinin  NO sentezini artirmasi

mekanizmalarindan birinin endotelin reseptorii ETg aktivasyonu ile olustugu diistiniilmektedir.
Endotelinin, damar endoteli tizerinde ETg ve vaskiiler diiz kas tizerinde ETa ile ETg reseptorleri
bulunmaktadir. Endotelin salinmasini takiben ETa aracili vazokonstriktor cevap baskin hale
gecmekle birlikte, endotel iizerindeki ETg reseptorleri aracili NO salinmasi da aktive

olmaktadir. Ek olarak ETg reseptorleri endotelin-1’in klerensinde de yer almaktadir (Sekil 5).G
32)

Endotel Hiicresi

L-arj
NOS - Bliytik-ET-1

-

~~

Vaskiiler Diiz Kas

Sekil 5. Endotelinin damar diiz kas kasilma cevabi ve NO salimi iizerine etkileri.GV
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Ayrica, amitriptilinin anjiogenez lizerine olumsuz etkiler gosterdigi, bu nedenle olusan
hipotansiyonun direngli seyretmesine neden olabilecegi bildirilmaktedir. Amitriptilinin bu

etkileri ve mekanizmalar1 s0yle 6zetlenebilir;

a) Endotel ve vaskiiler diiz kas hiicrelerinde hiicre iskeleti organizasyonunu bozar.

b) Otofajide gorev alan lizozomal asit sfingomiyelinaz1 inhibe ederek sfingolipit
sinyal mekanizmasini tetikleyen sfingozin-1-fosfat (S1P) olusumunu inhibe eder.

c) S1P aracili sinyal yolaklarinda Erk1/2, Akt ve eNOS (endotelyal nitrik oksit
sentaz) fosforilasyonunu inhibe ederek vaskiiler tiip formasyonu olusumunu ve
endotel hiicre cogalmasini engeller.

d) Vaskiiler tiip formasyonu olusumunu vaskiiler endotelyal biiyiime faktori
(VEGF) aracili olarak inhibe eder.®

Vi. Amitriptilin zehirlenmesinde klinik yaklasim

Amitriptilin zehirlenmelerinde tani, genellikle 6ykii ile konulmaktadir. Amitriptiline
bagli zehirlenmelerde bulgular 30-40 dakika igerisinde baslar. Ciddi klinik belirti ve bulgular,
6-12 saatte ortaya ¢ikar. Ancak modifiye salinimli farmasotik sekil kullanimi ya da ilaca ait
antikolinerjik etki nedeniyle gecikmis toksisiteye de neden olabilmektedir. Amitriptilinin
enterohepatik dolasima girmesi, toksik etki siiresini uzatabilmektedir. Beraberinde sitokrom
enzimlerini inhibe eden ila¢ alim1 olmas1 ya da hastanin yavas metabolizor olmasi halinde de

etki siiresinde uzama goriilebilmektedir.* 4 24 26)

Toksik dozda ilag alimini takiben ilk 1-2 saat icerisinde basvuran hastalarda
gastrointestinal dekontaminasyon yontemi olarak mide yikama (kanit diizeyi D) ve aktif komiir
(kanit diizeyi D) uygulamas1 6nerilebilmektedir. Ancak hastanin bilincinin kapali olmasi ya da
biling durumunda hizli kotiilesme olmasi halinde, hava yolu koruma altina alinmadan
gastrointestinal dekontaminasyon yapilmas: dnerilmemektedir. Ilacin enterohepatik dolagima
girmesi nedeniyle tekrarlayan doz aktif komiir uygulanabilecegini sdyleyen yayinlarin yani sira,

sakincali bulan yaymlar da bulunmaktadir (kanit diizeyi D). 4 924.26)

Semptomatik hastalarm yasamsal bulgular, kardiyak ritim ve mental bulgular agisindan
monitorize izlenmesi gerekmektedir. Diizenli olarak elektrokardiyografi (EKG) izlemi, serum
elektrolitleri, bobrek ve karaciger fonksiyonlarinim izlemi, metabolik asidoz gelisimi agisindan

kan gazi takibi (kanit diizeyi E) ve 6zellikle uzamis ndbet olmast durumunda rabdomiyoliz
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acisindan spot idrar tetkiki yapilmasi Onerilmektedir. Coklu ila¢ alimi Oykiisii olmasi
durumunda, kan ve idrar ila¢ analizlerinin yapilmasi tani agisindan yardimer olmakla birlikte
yalanci pozitiflikler agisindan da dikkatli olunmalidir. Ayrica, serum TSA diizeyleri tanida
yardimc1 olsa da klinik bulgularla korelasyon gostermedigi i¢in izlemde kullanilmasi

onerilmemektedir.® 4 9 24.26)

Hastada basvuru sirasinda hipotansiyon olmasi oldukea siktir ve pulmoner édem igin 3

kat, kardiyak aritmi gelisimi igin 7 kat risk artisina neden olabilecegi bildirilmektedir.®

EKG degisikliklerinin erken donemde degerlendirilmesi ve yakin izlemi 6nemlidir (kanit
diizeyi B). EKG’de QRS araligmin 100 ms’nin lizerinde olmas1 ndbet gelisimi ac¢isindan, 160
ms’nin lizerinde olmasi aritmi gelisimi agisindan prediktif degere sahiptir. QT araliginin 430
ms’den uzun olmasi da komplikasyon gelisimi agisindan risk oldugunu gostermektedir. AVR
iizerindeki R/S oraninin 0.7 nin iizerinde olmasi, R dalgasmin 3 mm’nin iizerinde olmas1 ndbet

ve aritmi gelisimi agisindan giiclii prediktif degere sahiptir (kanit diizeyi B).4 % 24.26)

Hastalarin herhangi bir klinik belirti ve bulgu gelisimi acisindan en az alt1 saat izlenmesi
(kantt diizeyi B), bulgu gelismesi halinde ise gerilemesini takiben en az 24 saat izleme devam

edilmesi onerilmektedir.®: 4 9 24 26)

vii. Amitriptilin zehirlenmesinde tedavi yaklasimlar

Amitriptilin zehirlenmelerindeki genel tedavi yaklasimi; temel yasam destegi ve
semptomatik tedavidir. Asidoz ve hipotansiyonun, norolojik ve kardiyovaskiiler
komplikasyonlarin gelisme riskini artirmalar1 sebebiyle, etkin bir sekilde asidoz ve
hipotansiyon tedavisi dnerilmektedir. Hipotansiyon i¢in ilk sira tedavi intravendz (i.v.) sivi
destegidir (kanit diizeyi D). Sodyum bikarbonat ise, tedaviye direngli hipotansiyon (kanit
diizeyi C), aritmi (kanit diizeyi C), QRS genislemesi (kanit diizeyi E) ve asidoz gelismesi

durumunda kullanilacak ilk sira tedavidir,(® 4 9 24.26)

Sodyum bikarbonatin kardiyovaskiiler toksik etkilerin tedavisindeki olas1 etki

mekanizmalar1 agagidaki gibidir;

o Serum alkalinizasyonu ile asidozun diizeltilmesi,
J Alkalinizasyon sonucu TSA’larin proteine baglanma oraninda artis ve serbest

ilag miktarinda azalma,
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J Yiiksek pH ile TSA’larin sodyum kanalina affinitesinin azaltilmasi,
J Sodyum yiiklemesi,
o Hipokaleminin tetiklenmesi ile membran hipopolarizasyonu saglamasi sonucu

sodyum kanali blokajini1 ortadan kaldirmasi.

TSA zehirlenmesine bagl disritmi ve hipotansiyonun tedavisinde serum alkalinizasyonu

hedefi, pH degerinin 7.45-7.55 arahginda tutulmasidir (kanit diizeyi E).(t4 9 24 26)

Hipotansiyonun direngli seyretmesi halinde vazopressor ilaglar tedavide yer
alabilmektedir (kanit diizeyi D). Epinefrinin sodyum bikarbonatla birlikte kullaniminin,
norepinefrine oranla hipotansiyon ve disritmi gelisimini Onlemede daha basarili oldugu
gosterilmistir (kanit diizeyi D). Tedaviye direngli hipotansiyonda sirasiyla glukagon (kanit
diizeyi D), ekstrakorporeal membran oksijenasyonu (ECMO), kardiyopulmoner bypass, lipit
emiilsiyon (intralipit) tedavisi denenebilmektedir. Ancak bu tedavilerin etkililigi ile ilgili yeterli

veri bulunmamaktadir.( 4 9 24.26)

Tedaviye cevap vermeyen disritmilerde ise antiaritmik ilaglar denenebilmektedir. Sinif Ib
antiaritmikler, Ia ve Ic’ye gore daha etkilidir. Ancak lidokain ¢ogunlukla etki géstermezken,
fenitoin ritmin geri dondiiriilmesinde daha basarihidir. Siif IIT ilaglardan amiodaron QT
uzamasinda artisa neden olabilmektedir. Sinif IV ilaglardan B blokor ilaglar, periferik
vazodilatasyonu artirmalari nedeniyle Onerilmemektedir. Kardiyoversiyon ve magnezyum
stilfat (kanit diizeyi D), Torsades de Pointes gelismesi halinde uygulanabilmektedir. Uygulanan
rutin tedavilere yanit alinamamasi durumunda, lipit emiilsiyon tedavisi de disritmi tedavisinde

denenebilmektedir (kanit diizeyi D).(&+4 9 24.26)

TSA’lara bagh gelisen ajitasyon ve nobette ilk tercih benzodiazepinlerdir (kanit diizeyi
E). Ciddi olgularda fenobarbital, sedasyon ve fiziksel sogutma uygulanabilmektedir. Fenitoin,

flumazenil ve fizostigmin kontrendikedir (kamit diizeyi D). % 924.26)

Eliminasyonu artirmak i¢in kullanilan yontemler (hemodiyaliz, hemofiltrasyon gibi),
ilacin sanal dagilim hacminin yiiksek olmasi ve proteinlere yiiksek oranda baglanmasi
nedeniyle etkisizdir. Diisiik oranda enterohepatik dolagima katilmasi nedeniyle tekrarlayan doz

aktif komiir ve tiim bagirsak yikama ydntemlerinin uygulamasi tartismalidir (kanit diizeyi D).
4,9, 24, 26)
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Yapilmig hayvan caligsmalarinda, TSA zehirlenmesi i¢in gelistirilen TSA antikoru TCA-
Fab’in kardiyovaskiiler toksisiteyi gecici olarak geri dondiirdiigli bildirilmektedir. Bir
amitriptilin zehirlenmesi olgusunda, sodyum bikarbonat tedavisi sonrasit TCA-Fab denendigi,
EKG’de QRS siiresi, QT araliginda diizelme ve hastanin klinik durumunda iyilesme oldugu
rapor edilmistir. Ancak, TSA zehirlenmelerinde kullanimlarmimn etkililigi ve giivenliligi ile ilgili

kanit diizeyi yetersizdir.®:4 % 24.26)

VIC. SIKLODEKSTRINLER VE 2-HIDROKSIiPROPIL-BETA-
SIKLODEKSTRIN (2-HPBCD)

Vi. Siklodekstrinlerin farmakolojik ozellikleri

Siklodekstrinler, a—1—4 baglari ile bagli glikoz oligomerlerinden olusan, amiloz benzeri
siklik yapida maddelerdir. Glikoz birimlerinin sayisina gore a-siklodekstrin (alt1 birim), -
siklodekstrin (yedi birim) ve y-siklodekstrin (sekiz birim) olarak smiflandirilirlar (Sekil 6).
Molekiil agirliklari sirastyla 972.8, 1135.0 ve 1297.1 g/mol’diir.®

Sekil 6. a, B ve v siklodekstrinlerin molekiiler yapis1 ¥
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Siklodekstrinler suda ¢ozlinen molekiillerdir. Suda ¢ozilindiiklerinde koni benzeri
yapilarinin merkezinde bulunan bosluk, ¢ézeltiye gore daha lipofiliktir. Koni benzeri kimyasal
yapilar1 sayesinde ilaglar1 baglayarak “ilag-siklodekstrin inkliizyon kompleksi” olustururlar.

flag molekiilleri ve siklodekstrinler arasinda siklikla 1:1 baglanma orani vardr (Sekil 7).30 34

35)
) ©=

ilag Molekiilii Siklodekstrin Molekiilii 1:1 Kompleks

Sekil 7. la¢c molekiilii ve siklodekstrin baglanmasi ¢4

Ilag-siklodekstrin inkliizyon kompleksi, ilacin suda ¢Oziiniirliigii, stabilitesi, tadi,
ucuculugu, saliverilmesinin kontrolii gibi fizikokimyasal ve biyolojik 6zelliklerini
degistirebilmektedir. Bu sayede siklodekstrinler, ilag tasiyict sistem olarak farmakolojide
kullanim alan1 bulmuslardir. Amerika Gida ve ila¢ Dairesi (FDA) onayl ilag-siklodekstrin
formiilasyonlar1 giiniimiizde kullanilmaktadir. Yeni oral ilag tasima sistemleri olarak
piroksikam ve ramipril igin arastirmalar devam etmektedir. 2 3%

Siklodekstrinlerin ilaca ilgisinin (affinitesinin) biiyiikligi, inkliizyon kompleksinin hangi
amagla kullanilacagi konusunda belirleyicidir. Eger siklodekstrinin ilaca affinitesi ¢cok yiiksek
ise (baglanma sabiti=K,>10° M), baglanmanin geri doniissiiz olacag, inkliizyon kompleksinin
hedef dokuya wulasmasi durumunda bile, ilacin siklodekstrinden ayrilamayacagi
varsayllmaktadir. Bu durumda, ilag molekiiliiniin dokuya gegcemeyecegi ve farmakolojik
etkinin olusmayacag1 6ngoriilebilmektedir. (1 34 3%

Toksikolojide uygun bir antidot adaymnin, metabolizma iizerine kalici yan etki
olusturmadan, toksinin etkisini fiziksel, farmakokinetik ya da farmakodinamik mekanizmalarla
sona erdirebilmesi beklenmektedir. Siklodekstrinlerin gesitli ilag molekiillerine olan yiiksek
affiniteleri, antidot olarak kullanilmasi agisindan uygun bir aday molekiil olmalarimni
saglamigtir. Siklodekstrinin ilact dokudan dolasima g¢ekerek igcine hapsedecegi, bu sayede
farmakolojik etkisini sonlandiracagi hipotezi dogrultusunda yapilan caligmalarda, bir y-

siklodekstrin derivesi olan sugammadeksin, rokiironyuma ¢ok yiiksek affinite (Ka=1.8x10" M-
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1 ve secicilikle (1:1) baglandig1 gdsterilmistir. Bu sayede giiniimiizde sugammadeks, anestezi
sonrasi uzayan rokiironyum etkisini sonlandirmak i¢in kullanilmaktadir,®0: 34 35)

Farmakokinetik ¢aligmalarda tek basina i.v. uygulanan siklodekstrinlerin ekstraseliiler
stvida dagildigr ancak dokularda birikmedigi, 6-12 saat sonra glomeriiler filtrasyonla
degismeden idrarla atildig1 gosterilmistir. Dagilim gosterdigi dokular arasinda i.v. uygulamada
bobrek korteksi basta olmak iizere, mesane ve adrenal bez, oral uygulamada karaciger
bulunmaktadir. Hayvanlarda yapilan toksikoloji ¢aligmalarinda siklodekstrinlerin dagilim
gosterdigi dokularda gesitli toksik etkilerinin gdzlendigi bildirilmektedir. Ornegin karaciger,
bobrek tiibiiler ve mesane hiicrelerinde vakuolizasyon, karaciger, akciger ve lenf nodlarinda
kopiiksii makrofajlar ve kanda hemolize neden oldugu belirtilmektedir. Sistemik
kullanimlarinda siklodekstrinlere bagli toksik etkiler oOzellikle bobrek proksimal tiibiil
hiicrelerinde kolesterol birikimine bagli ortaya ¢ikmaktadir. Ancak kolesterol-siklodekstrin
kompleksinin ¢oziiniirliigline baglh olarak, siklodekstrininin farkli deriveleri arasinda toksik
etki siddetinin degisiklik gosterdigi bildirilmektedir. o-siklodekstrin, PB-siklodekstrin ve
metillenmis-B-siklodekstrine bagl olusan bobrek hiicrelerinde vakuolizasyonun ve fonksiyon
bozuklugunun geri déniissiiz oldugu belirtilmektedir. 34

B-siklodekstrinin anjiogenezi doza bagh olarak etkiledigi bildirilmektedir.®37 Bu etkinin
mekanizmasimin aydinlatilmasi i¢in 2-HPBCD ile in vivo ve in vitro yapilan ¢alismada; endotel
ve vaskiiler diiz kas hiicrelerinde Akt ve Erk aracili eNOS aktivasyonu olusturdugu, bu sayede
hem endotel hem de vaskiiler diiz kas hiicrelerinde NO aracili vaskiiler proliferasyonu; yine
endotel hiicrelerinde NO aracili migrasyonu tetikledigi, anjiyojenik faktor ekspresyonlarini
(endotel icin VEGF-A, PDGF-BB, TGF- BI; vaskiiler diiz kas i¢in bFGF) artirdigi
bildirilmektedir.¥
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Vil. Amitriptilin ve f-siklodekstrin iliskisi

B-siklodekstrinler TSA’larla ve Ozellikle amitriptilinle 1:1 oraninda ve orta-yiiksek
affinite (Ko~ 1500-3200 M) ile baglanmaktadir.*Y Bu baglanma, amitriptilinin halka yapisinin

koni bigimli -siklodekstrin igerisine kismen girmesiyle olusmaktadir (Sekil 8).C8)

Sekil 8. Amitriptilin ve B-siklodekstrin iliskisi (mavi: siklodekstrin molekiilii, yesil:

amitriptilin molekiilii).G®

vi. 2-Hidroksipropil-g-siklodekstrin (2-HPBCD) 'nin yapusi ve ozellikleri

2-hidroksipropil-p-siklodekstrin (2-HPBCD), toksik olmayan ve ila¢ ¢Oziiniirligiini
artrmak icin eczacilikta kullanilan bir maddedir. Molekiil agirhigi 1396.0 g/mol’diir.®%
Molekiiler yapist Sekil 9°da gosterilmistir. Ilaglarm ¢oziiniirliigii, 2-HPBCD dozu arttik¢a
lineer bir artis gdstermektedir. Amitriptilin ve 2-HPBCD molekiilii baglanmas1 geri doniigliidiir
(Ka=1030 M1).(14.34)

CH,OR
/5 Q
ROCH,— @)
2 OH 110 /'(ﬁ
HO
0 OH CH,OR
HO
J\ on
N o
ROCH,
) Z\CH;OR
0 OH
CH“OR == CHy=— CHCH
CH,OR

Sekil 9. 2-HPBCD molekiiler yap1s1.®®
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Hayvanlarda yapilan toksikolojik ¢alismalarda, 2-HPBCD uygulanmas1 ile bobreklerde
olusan vakuolizasyonun B-siklodekstrinden farkli olarak geri donislii oldugu, bunun da
fizyolojik adaptasyon olarak kabul edilebilecegi rapor edilmektedir. Insanlar {izerinde yapilan
klinik ¢alismalarda ise, 3-16 gram/giin dozunda sistemik 2-HPBCD uygulamalarmin bdbrek

fonksiyonlari iizerine olumsuz etkisi olmadig1 bildirilmektedir.®4 3

Beta siklodekstrine kiyasla, 2-HPBCD’nin amitriptiline affinitesi daha diisilk olmasina
ragmen, 2-HPBCD nin 6zellikle bobrek dokusu iizerine olumsuz etkilerinin bulunmamasi veya

olusan etkilerin geri doniislii olmasi nedeniyle ¢calismamizda 2-HPBCD kullanilmstir.
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VI. GERECLER VE YONTEM

VIIA.  ARASTIRMANIN TiPi: Deneysel hayvan ¢alismasi

VIIB.  ARASTIRMANIN YONTEMI:

Calismamiz, Dokuz Eyliil Universitesi Multidisipliner Laboratuvar1 Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu’ndan 21/2019 protokol numarasi ile 10.04.2019 tarihinde izin alindiktan
sonra, Dokuz Eyliill Universitesi Tibbi Farmakoloji Anabilim Dali laboratuvarinda
gerceklestirildi. Calismamizda Ankara Lemali Hayvancilik Limited Sirketi’nden temin edilen,
agirliklar1 250.0-400.0 gram arasinda degisen toplam 19 adet Wistar albino erkek sican
kullanildi. Deney giiniine kadar Dokuz Eyliil Universitesi Deney Hayvanlar1 Laboratuvari’nda
standart sican pelet yemi ile beslenen, oda sicakliginda, 12 saat aydinlik—12 saat karanlikta

barindirilan siganlar deney 6ncesinde 12 saat a¢ birakildi, sadece su igmelerine izin verildi.

VIIC. DOKULARIN HAZIRLANMASI:

Siganlar tiretan ve alfa kloraloz (500 mg/kg + 50 mg/kg, i.p.) anestezisinden sonra
sakrifiye edildi (kardiyovaskiiler sistem c¢alismalarinda 6nerilen anestezik maddeler iiretan ve
alfa kloraloz oldugu i¢in, bu iki madde tercih edilmistir).*® Gogiis kafesleri acilarak torakal
aorta dokular1 dikkatli bir sekilde c¢ikarildi. Doku, oksijenlendirilmis Krebs-Henseleit
Bikarbonat (KHB) soliisyonu i¢inde ¢evre yag ve bag dokusundan temizlenerek 2-3 mm

genisliginde halka (ring) preparatlar hazirlandi (Resim 1).("
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Resim 1. Dokularin hazirlanmasi

Hazirlanan preparatlar KHB soliisyonu iceren 10 mL’lik organ banyolarma asildi.
37°C’de sabit tutulan banyo soliisyonu, % 95 O2 ve %5 CO» karisimi ile gazlandirildi. Dokular
1 gram izometrik gerilim altinda 1 saat dinlendirildi. Preparatlar dinlenme periyodlar1 boyunca

15 dakikalik intervallerle KHB soliisyonu ile yikand1.(”

VIID. VERILERIN KAYDI:

Veriler izometrik transdiiser (MAY TDA 99, Transducer Data Acquisition System,

Ankara, Turkey) araciligi ile bilgisayar programina (BIOPAC, Commat, Ankara, Turkey) kayit
edildi (Resim 2).

Resim 2. Dokularm izole organ banyosu sistemine asilmasi ve verilerin transducer

araciligi ile kayd1
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VIIE. DENEYDE KULLANILAN iLACLAR VE COZELTILER
Uretan, amitriptilin HC1, 2-hidroksipropil-B-siklodekstrin (2-HPBCD) ve Krebs-
Henseleit ¢ozeltisinde kullanilan kimyasal maddeler Sigma-Aldrich’ten (MO, ABD), alfa-
kloraloz ise Alfa Aesar’dan (MA, ABD) temin edildi. Anestezik ilaglarin stok soliisyonlar1
distile suda hazirland1 (tiretan 300 mg/mL ve alfa-kloraloz 40 mg/mL).

i. Krebs- Henseleit Bikarbonat (KHB) ¢ozeltisi:

pH: 7.4 olacak sekilde, mol/L’de 118.0 mM NaCl, 4.7 mM KCI, 1.2 mM KH2POg, 1.2
mM MgS0Qy4, 25.0 mM NaHCO3, 2.0 mM CaCl, ve 11.0 mM glukoz distile su iginde ¢oziildii.(”

il.  Potasyum kloriir (KCI) ve asetilkolin (ACh) ¢dzeltileri

Endotel canliliginin degerlendirilmesinde kullanilan KCI ve ACh c¢ozeltileri icin

kullanilan maddeler ve derisimleri asagidaki gibidir.(”

KCl ¢6zeltisi; Distile su i¢erisinde 100.0 mM KCI, 22.7 mM NaCl, 1.2 mM KH2POg, 1.2
mM MgSO4, 25.0 mM NaHCOs, 2.0 mM CaCl; ve 11.0 mM glukoz.

ACh cozeltisi stok olarak 102 M distile su icerisinde hazirlandi, daha sonra 102 M
derisime seyreltildi. Organ banyosu (10 mL) igerisindeki nihai derisimin 10° M olmasi

saglandu.
iii.  Norepinefrin (NE) stok ve deney soliisyonlari

Daha onceki galismamizda hesaplanan; aort dokusu maksimal kasilma cevabmin

%80’inin (ECso) alindig1 NE dozu olan 10”° M derisim kullanild:.”

NE stok soliisyonu 10 M olarak distile su igerisinde hazirlandi. Organ banyosu (10 mL)

icerisindeki nihai derisimin 10° M olmas1 sagland.
iv. 2-HPBCD ve amitriptilin stok ve deney soliisyonlart

Daha oOnceki ¢alismamizda hesaplanan; aort dokusu maksimal kasilma cevabimin
%80’inin alindig1 (ECgo) NE dozunda kasilmay1 %50 inhibe eden (ICso) amitriptilin dozu olan
1.8 x 10° M (4.75 M) derisimi kullanild1.”
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Amitriptilin stok soliisyonu 1.8 x 10 M olarak distile su igerisinde hazirland1. Organ

banyosu (10 mL) icerisindeki nihai derisimin 1.8 x 10° M olmas1 sagland1.

2-HPBCD 6n ¢alisma ve deney gruplarinda kullanilacak dozlari, amitriptilin ile ayni

hacimde ancak amitriptilin derisimine gore 1:1, 1:4 ve 1:20 molar oran olarak belirlendi.

2-HPBCD stoklari sirastyla 1.8 x 102 M, 7.2 x 10° M ve 36.0 x 10 M olarak hazirland1.

Organ banyosu (10 mL) icerisindeki nihai derisimlerin sirastyla 1.8 x 10°M, 7.2 x 10° M ve
36.0 x 10° M olmas1 sagland. (7 15 40)

VIIF. DENEY PROTOKOLLERI

Calismamiz 6n ¢alisma ve dort deney grubundan olustu. On ¢alisma ve deney gruplarinda
oncelikle endotel canlilig1 test edildi. Bu amagla, deneye alinan tiim dokular 100.0 mM KCI
soliisyonu ile inkiibe edilip kasilma cevabi platoya ulastiktan sonra organ banyosuna 10° M
asetilkolin ilave edildi ve gevseme cevabi izlendi. Asetilkolin ile gevseme gozlenmeyen
preparatlar ¢aligmadan ¢ikarildi. Deneye alinan tiim dokular 30 dakika dinlendirildi (Sekil
10).0

Endotel canliliginin
degerlendirilmesi

(_1_\

HPBCD/
Amitriptilin /
HPBCD+Amitriptilin

KCl kasilma
ACh gevseme

Dokularin sisteme asilmasi

——(::l 1. NE kasilma
——<:I 2. NE kasilma

+&
+&

I 1 saat 30 dk 30 dk | 15 dk
| stabilizasyon dinlenme dinlenme | inkiibasyon

Sekil 10. On calisma ve deney protokolleri

i. Oncalisma (n=38):

Yiiksek doz (1:20 molar oranda) 2-HPBCD’in tek basina damar iizerine olan etkisinin

degerlendirilmesi amaciyla yapildi.

Dinlenme sonrasi; dokular 10° M norepinefrin (NE) ile kasildi. Otuz dakika dinlenme

sliresini takiben, tek basina 2-HPBCD etkisini degerlendirmek amaciyla, organ banyosuna
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(1:20 molar oranda) 2-HPBCD eklenerek 15 dakika inkiibe edildi. Takiben, 10° M NE’ nin
etkisi test edildi. Dokularin 2-HPBCD eklenmeksizin ve eklendikten sonraki NE cevaplari
karsilastirildi (Tablo 2).

ii. Deney gruplari:

Amitriptiline bagli gelisen vazodilatasyona farkli dozlardaki 2-HPBCD’nin etkisinin

degerlendirilmesi amaciyla yapildi.

Endotel canlilig1 test edilip 30 dakika dinlenme siiresini tamamlayan tiim deney grubu
dokularma 10®° M norepinefrin (NE) uyguland: ve kasilma cevabi1 degerlendirildi. Ardindan

aort dokular1 randomize olarak dort gruba ayrildi. (" 1540)

- Grup 1 (Amitriptilin, n=9)

Otuz dakikalik dinlenme periyodunu takiben organ banyosuna 1.8 x 10° M amitriptilin
(ICso) eklenerek 15 dakika inkiibe edildi. inkiibasyon periyodunu takiben 10° M NE banyoya

ilave edildi ve kasilma cevabi1 degerlendirildi (Tablo 2).
- Grup 2 [(1:1) Amitriptilin + 2-HPBCD, n=8)]

Otuz dakikalik dinlenme periyodunu takiben organ banyosuna 1.8 x 10° M amitriptilin
ile birlikte 1:1 molar oranda 2-HPBCD eklenerek 15 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon
periyodunu takiben 10° M NE banyoya ilave edildi ve kasilma cevabi degerlendirildi (Tablo
2).

- Grup 3 [(1:4) Amitriptilin + 2-HPBCD, n=8)]

Otuz dakikalik dinlenme periyodunu takiben organ banyosuna 1.8 x 10° M amitriptilin
ile birlikte 1:4 molar oranda 2-HPBCD eklenerek 15 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon
periyodunu takiben 10° M NE banyoya ilave edildi ve kasilma cevab1 degerlendirildi (Tablo
2).

- Grup 4 [(2:20) Amitriptilin + 2-HPBCD, n=10)]

Otuz dakikalik dinlenme periyodunu takiben organ banyosuna 1.8 x 10° M amitriptilin

ile birlikte 1:20 molar oranda 2-HPBCD eklenerek 15 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon

periyodunu takiben 10° M NE banyoya ilave edildi ve kasilma cevabi degerlendirildi (Tablo
2).
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Tablo 2. On galisma ve deney protokolleri

. Dokulvarm . Kasilma . Test maddesi Kasilma
Stabilizasyon | canliligimin | Dinlenme Dinlenme | . ..
test edilmesi cevabl inkiibasyonu (15 dk) | cevabi
2-HPBCD
Yiksek doz
O Amitriptilin
X S w (ICs= 1.8 x 10°M) w
< = | < 5 ; = Amitriptilint2-HPBCD | <
3 E mE b o [ (1:1 molar oranda) o
s | S S Amitriptilin+2-HPBCD | <
! (1:4 molar oranda)
Amitriptilin+2-HPBCD
(1:20 molar oranda)

VIIG. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Baslangi¢ verileri i¢in 6l¢iim degerleri, diger zamanlar i¢in baslangica gore yiizde
degisim degerleri kullanildi. Yiizde kasilma degerinin belirlenmesi i¢in dokularin baslangi¢
degerleri %100.0 olarak alind1 ve norepinefrin uygulanmasi sonrasi elde edilen birinci cevap
bu degere gore oranlanarak hesaplandi, ardindan ikinci NE cevabi ilk NE cevabina gore

kiyaslandu.

Gevsetici ajanlarin cevaplarinda ise (ACh), KCI uygulanmasi ile olusan kasilma cevabi
%100 olarak alind1 ve ACh uygulanmasi ile bu kasilma sonrasinda olusan gevseme cevaplari,
bu degere gore hesaplanarak elde edildi. Tablo ve grafiklerde verilen n sayilari, kullanilan doku
sayilarmi1 gostermektedir. Istatistiksel degerlendirmeler, Graph Pad Prism 5 (GraphPad
Software, ABD) programu ile yapildi. Tiim veriler ortalama+standart hata (ortalama+SH) ile
gosterildi. Grup i¢i karsilastirmalarda Bonferroni diizeltmeli Student’n t testi, gruplararasi
karsilastirmalarda varyans analizi (ANOV A) ve onu izleyen ¢oklu karsilastirma testleri (Tukey-

Kramer) kullanildi. Istatistiksel anlamlilik diizeyi p<0.05 olarak kabul edildi.
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VIII.

BULGULAR

Calismamizda kullanilan siganlarm viicut agirliklar: ortalama 345.1£17.0 gram idi. On

calisma ve deney gruplarinda kullanilan siganlarin viicut agirliklar1 ortalamalar1 arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmadi (p>0.05, Tablo 3).

Tablo 3. On galisma ve deney gruplarinm viicut agirliklar:

Deney gruplan
On calisma Grup 2 Grup 3 Grup 4
grubu Gruo 1 (11 (1:4 (1:20
(Amitriptilin) Amitriptilin + | Amitriptilin + | Amitriptilin +
P 2-HPBCD) | 2-HPBCD) = 2-HPBCD)
Say1 (n) 9 8 8 10
Viicut agirhg (g)
ortalama£SD 262.0+£2.8 381.3+16.7 391.0+£26.9 377.5+6.4 295.5+£38.9

(2-HPBCD: 2-Hidroksipropil-p-siklodekstrin)

Ayrica, dokularin baslangic degerleri (mg) arasinda da istatistiksel olarak anlamli bir

farklilik yoktu (p>0.05, Tablo 4).

Tablo 4. On calisma ve deney grubu aort dokularinin baslangi¢ degerleri (mg)

. Deney gruplar
On Eagima Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4
g (Amitriptilin) (1:1 Amitriptilin | (1:4 Amitriptilin + (1:20 Amitriptilin +
P + 2-HPBCD) 2-HPBCD) 2-HPBCD)

Say1 (n) 8 9 8 8 10
Baslangi¢
degerleri (mg) | |05 (17333 | 1358.04189.3 | 1406.04198.9 = 1160.0+152.2 1249.0+261.4
ortalama+SD

Izole aort dokularmin tiimii, endotel canliligini test etmek amactyla 100.0 mM potasyum

kloriir (KCI) soliisyonu ile inkiibe edildi ve kasilma cevaplar1 kaydedildi. Ardindan, KClI ile

kasilma cevabi platoya ulastiktan sonra organ banyosuna 10> M asetilkolin (ACh) eklendi.

27




Dokularin KCl ile maksimum kasilma cevabi ortalama 1646.0+389.2 mg idi ve gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmadi (On ¢alisma grubu, Grup 1, Grup 2, Grup 3 ve
Grup 4 i¢in sirasiyla; 1631.24290.8 mg, 1469.9+264.2 mg, 1555.3£209.5 mg, 1088.9+424.5
mg ve 1513.24262.9; p>0.05). Ayrica, dokular KCI sonrasi ACh ile ortalama %46.84+6.4
gevseme cevabi olusturdu. Trase 6rnegi Sekil 11°de verilmistir. Gruplararasi karsilastirmada

ACh gevseme cevaplarinda istatistiksel olarak farklilik yoktu (p>0.05).

ACh

!

KCl

Sekil 11. Endotel canlilig1 degerlendirilmesi - trase 6rnegi

VIIIA. ON CALISMA: 2-HPBCD’IN TEK BASINA DAMAR UZERINE
OLAN ETKIiSININ DEGERLENDIRILMESI

On calisma protokoliinde; 2—hidroksipropil-p—siklodekstrin (2-HPBCD)’in tek basimna
aort dokusu iizerine olan etkisinin degerlendirilmesi amaglandi. Bu dogrultuda, dokulara 107
M konsantrasyonda norepinefrin (NE) uygulanmasi ile elde edilen kasilma cevabi ile yiiksek
doz 2-HPBCD’in (1:20 molar oranindaki deney grubuna esit konsantrasyonda) inkiibasyonu
sonrast tekrar NE uygulanmasi ile elde edilen kasilma cevaplar1 karsilastirildi. Elde edilen
kasilma cevaplar1 birinci NE i¢in ortalama 2101.4+564.5 mg ve ikinci NE i¢in ortalama
1983.4+425.7 mg (sirasiyla, baslangica gore %267.7 ve %252.7 kasilma cevabi) olarak
saptand1. Yiiksek konsantrasyonda 2-HPBCD inkiibasyonunun dokulardaki NE kasilma cevabi
iizerine istatistiksel olarak anlamli bir farklilik olusturmadigi gozlendi (p>0.05). Trase ornegi

Sekil 12°de verilmistir.
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Sekil 12. On calisma grubu dokularma tek basma 2-HPBCD nin etkisinin

degerlendirildigi trase drnegi

VIIIB. DENEY GRUPLARI: AMITRIPTILIN ZEHIRLENMESI
MODELINDE 2-HPBCD’NIN FARKLI DOZLARININ DAMAR CEVABI
UZERINE ETKILERI

Deney protokollerinin baglangicinda endotel canliligi degerlendirilen ve yeterli cevap

alman dokular ¢calismaya dahil edildi.

Grup 1°de, tek basina amitriptilinin etkisinin degerlendirilebilmesi i¢in, dokulara
amitriptilin inkiibasyonu dncesi ve sonras1 10 M konsantrasyonda NE uygulandi ve elde edilen
kasilma cevaplar1 karsilastirildi. Amitriptilin (ICso= 1.8x10° M) inkiibasyonu, NE kasilma
cevabinda, istatistiksel olarak anlamli sekilde, %45.345.6 oraninda inhibisyon olusturdu

(p<0.0001, Tablo 5, Grafik 1).

Tablo 5. Amitriptilinin tek basina etkisinin degerlendirilmesi

Baslangi¢ 1. NE cevaplan 2. NE cevaplan p
(mg) (mg) (mg)
Grup1 * #
e i 1221.5+574.1 3317.8+611.2 1832.3+498.8 <0.0001
(Amitriptilin)

* p<0.0001= Basglangig ile 1. NE cevaplarinin karsilastiriimast,
# p<0.0001= 1. NE cevaplar ile 2. NE cevaplarmin karsilagtiriimast.
NE= Norepinefrin
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Grafik 1. Amitriptilin inkiibasyonunun norepinefrin kasilma cevabina etkisi — yilizde

degisim grafigi
350
*
300
X 250
=
£ 200 .
5
g 150
Q
R 100
:>?
50
0
Baslangi¢ 1.NE 2.NE

* p<0.0001= Baslangig ile 1. NE cevaplarinin karsilastirilmasi,
#p<0.0001= 1. NE cevaplari ile 2. NE cevaplarinin karsilastiriimas.
NE= Norepinefrin

Amitriptilin inkiibasyonunun norepinefrin kasilma cevabi iizerine etkisini gésteren trase

ornegi Sekil 13°te verilmistir.

1.NE Amitriptilin 2.NE

L |

Sekil 13. Amitriptilin inkiibasyonunun norepinefrin kasilma cevabi iizerine etkisi - trase
Ornegi

Grup 2 (1:1 Amitriptilin + 2-HPBCD) grubunda, dokularin amitriptilin ile esit dozda, 1:1
molar oraninda 2-HPBCD ile birlikte inkiibasyonunun, NE kasilma cevaplar1 iizerine etkisinin
degerlendirilmesi amaclandi. Dokulara amitriptilin ile birlikte 1:1 molar oraninda 2-HPBCD

inkiibasyonu &ncesi ve sonrast 10° M konsantrasyonda NE uyguland1 ve elde edilen kasilma

cevaplar1 karsilastirildi. Amitriptilin (ICso= 1.8x10®° M) ile 1:1 molar oraninda 2-HPBCD
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inkiibasyonu, NE kasilma cevabinda %43.2+11.4 oraninda inhibisyon olusturdu (p<0.0001,
Tablo 6, Grafik 2). Amitriptilin ile birlikte 1:1 molar oraninda 2-HPBCD’nin NE kasilma
cevabinda olusturdugu inhibitor etki, tek bagina amitriptilin inkiibasyonunun olusturdugu
inhibitor etki ile karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadi (sirastyla

%43.2+11.4 ve %45.3+5.6, p>0.05, Grafik 5).

Tablo 6. Amitriptilin ile 1:1 molar oraninda 2-HPBCD’nin birlikte etkisinin

degerlendirilmesi

Baslangic 1. NE cevaplan 2. NE cevaplan p
(mg) (mg) (mg)

Grup 2
(Amitriptilin + 1226.5+336.2 2141.2+497.6 ° 1280.9£479.9 % <0.001
1:1 2-HPBCD)

* p<0.001= Baslangic ile 1. NE cevaplarinin karsilagtiriimasi,

#p<0.001= 1. NE cevaplari ile 2. NE cevaplarinin karsilastiriimast.
NE= Norepinefrin.

Grafik 2. Amitriptilin ile 1:1 molar oraninda 2-HPBCD inkiibasyonunun norepinefrin

kasilma cevabina etkisi - ylizde degisim grafigi
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* p<0.001= Basglangig ile 1. NE cevaplarinin karsilastiriimast,
# p<0.001= 1. NE cevaplari ile 2. NE cevaplarmin karsilastirilmasi.
NE= Norepinefrin
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Amitriptilin ile birlikte 1:1 molar oraninda 2-HPBCD inkiibasyonunun norepinefrin

kasilma cevabi lizerine etkisini gosteren trase 6rnegi Sekil 14°te verilmigtir.

Amitriptilin
+
HPBCD

(1:1) 2.NE

1 1

1.NE

Sekil 14. Amitriptilin ile birlikte 1:1 molar oraninda 2-HPBCD inkiibasyonunun

norepinefrin kasilma cevabi iizerine etkisi - trase 6rnegi

Grup 3 (1:4 Amitriptilin + 2-HPBCD) grubunda, dokularin amitriptilin ile 1:4 molar

oraninda 2-HPBCD ile birlikte inkiibasyonunun, NE kasilma cevaplar1 iizerine etkisinin

degerlendirilmesi amaglandi. Dokulara amitriptilin ile birlikte 1:4 molar oraninda 2-HPBCD

inkiibasyonu &ncesi ve sonras1 10° M konsantrasyonda NE uyguland1 ve elde edilen kasilma

cevaplar1 karsilastirild. Amitriptilin (ICso= 1.8x10° M) ile 1:4 molar oraninda 2-HPBCD

inkiibasyonu, NE kasilma cevabinda %39.14+13.7 oraninda inhibisyon olusturdu (p<0.0001,
Tablo 7, Grafik 3). Amitriptilin ile birlikte 1:4 molar oraninda 2-HPBCD’nin NE kasilma

cevabinda olusturdugu inhibitor etki, tek basina amitriptilin inkiibasyonunun olusturdugu

inhibitor etki ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadi (sirasiyla

%39.1+13.7 ve %45.3%£5.6, p>0.05, Grafik 5).

Tablo 7. Amitriptilin ile 1:4 molar oraninda 2-HPBCD’nin birlikte etkisinin

degerlendirilmesi

Baslangi¢ 1. NE cevaplann 2. NE cevaplan p
(mg) (mg) (mg)

Grup 3
(Amitriptilint  1081.2+375.2 2045.14454.3 " 1318.1+£296.3 * <0.0001
1:4 2-HPBCD)

* p<0.0001= Baglangic ile 1. NE cevaplarinin karsilastirilmasi,
#p<0.0001= 1. NE cevaplart ile 2. NE cevaplarinin karsilastiriimas.
NE= Norepinefrin



Grafik 3. Amitriptilin ile 1:4 molar oraninda 2-HPBCD inkiibasyonunun norepinefrin

kasilma cevabina etkisi - yiizde degisim grafigi
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* p<0.0001= Baglangic ile 1. NE cevaplarinin karsilastirilmasi,
#p<0.0001= 1. NE cevaplari ile 2. NE cevaplarinin karsilastiriimast.
NE= Norepinefrin

Amitriptilin ile birlikte 1:4 molar oraninda 2-HPBCD inkiibasyonunun norepinefrin

kasilma cevabi iizerine etkisini gosteren trase 6rnegi Sekil 15°te verilmistir.

Amitriptilin
+
HPBCD
1.NE 1:4 2.NE

! 1 1

Sekil 15. Amitriptilin ile birlikte 1:4 molar oraninda 2-HPBCD inkiibasyonunun

norepinefrin kasilma cevabi iizerine etkisi - trase drnegi

Grup 4 (1:20 Amitriptilin + 2-HPBCD) grubunda, dokularin amitriptilin ile 1:20 molar
oraninda 2-HPBCD ile birlikte inkiibasyonunun, NE kasilma cevaplar1 iizerine etkisinin
degerlendirilmesi amaglandi. Dokulara amitriptilin ile birlikte 1:20 molar oraninda 2-HPBCD

inkiibasyonu &ncesi ve sonras1 10° M konsantrasyonda NE uyguland1 ve elde edilen kasilma
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cevaplar1 karsilastirild. Amitriptilin (ICso= 1.8x10° M) ile 1:20 molar oraninda 2-HPBCD
inkiibasyonu, NE kasilma cevabinda %30.3+£11.4 oraninda inhibisyon olusturdu (p<0.0001,
Tablo 8, Grafik 4). Amitriptilin ile birlikte 1:20 molar oraninda 2-HPBCD’nin NE kasilma
cevabinda olusturdugu inhibitor etki, tek basina amitriptilin inkiibasyonunun olusturdugu
inhibitor etki ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli farklilik oldugu saptandi
(srastyla %30.3x11.4 ve %45.3+£5.6, p<0.05, Grafik 5). 1:20 oraninda 2-HPBCD
inkiibasyonunun, amitriptiline bagli NE kasilma cevabinda meydana gelen inhibisyonu azalttig1

bulundu.

Tablo 8. Amitriptilin ile 1:20 molar oraninda 2-HPBCD’nin birlikte etkisinin

degerlendirilmesi

Baslangic 1. NE cevaplan 2. NE cevaplan p
(mg) (mg) (mg)

Grup 4
(Amitriptilin+ 1190.5+298.2 2228.6+£567.1 7 1553.3+543.5* <0.0001
1:20 2-HPBCD)

* p<0.0001= Baglangic ile 1. NE cevaplarinin karsilastirilmasi,
# p<0.0001= 1. NE cevaplari ile 2. NE cevaplarmin karsilagtiriimast.
NE= Norepinefrin

Grafik 4. Amitriptilin ile 1:20 molar oraninda 2-HPBCD inkiibasyonunun norepinefrin

kasilma cevabina etkisi - ylizde degisim grafigi
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* p<0.0001= Baglangic ile 1. NE cevaplarinin karsilastirilmasi,
# p<0.0001= 1. NE cevaplari ile 2. NE cevaplarmin karsilastirilmasi.
NE= Norepinefrin
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Amitriptilin ile birlikte 1:20 molar oraninda 2-HPBCD inkiibasyonunun norepinefrin

kasilma cevabi lizerine etkisini gosteren trase 6rnegi Sekil 16°da verilmistir.

Amitriptilin
+
HPBCD
1:20

S |

Sekil 16. Amitriptilin ile birlikte 1:20 molar oraninda 2-HPBCD inkiibasyonunun

1.NE

norepinefrin kasilma cevabi tizerine etkisi - trase drnegi

Gruplararast degerlendirme:

Amitriptilin inkiibasyonunun NE kasilma cevabi iizerine inhibitér etkisinin,

HPBCD’nin 3 farkli dozda (1:1, 1:4 ve 1:20 molar oranlarda) inkiibasyonlar1 ile nasil

2-

degistiginin karsilastirilabilmesi amaciyla, tiim gruplarmn ikinci uygulanan NE kasilma

cevaplar1 karsilastirild. Ikinci NE uygulamalari ile elde edilen kasilma cevaplar1 arasinda

gruplararasi karsilastirma yapildiginda, tek basina amitriptilin inkiibasyonu ile amitriptilin ile

birlikte 1:20 molar oraninda 2-HPBCD uygulanan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli

farklilik oldugu bulundu (p<0.05, Grafik 5).
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Yiizde degisim (%)

Grafik 5. Farkli dozlarda 2-HPBCD uygulamalarmimn amitriptiline bagli olusan inhibisyona
etkisi — gruplararast karsilastrma (NE; Norepinefrin, Amit; Amitriptilin, 2-HPBCD; 2-
hidroksipropil-p-siklodekstrin)
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* p<0.0001= NE cevaplari ile karsilagtiriimasi,
# p<0.05= Tek basina amitriptilin cevaplari ile karsilastirilmasi.
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IX. TARTISMA

Calismamizda, sigan aortasinda amitriptilinin neden oldugu ve klinikte direngli
hipotansiyon olusum mekanizmalar1 arasinda yer alan vazodilatasyon iizerine, 2-
hidroksipropil-B-siklodekstrinin (2-HPBCD) etkisi in vitro kosullarda arastirildi. 2-HPBCD
molekiiliiniin tek basina vaskiiller kasilma cevab1 {lizerine etkisi olup olmadiginin
gosterilmesinin ardindan, amitriptilin ile olusturulan vazodilatasyon cevabi iizerine farkli
dozlarda 2-HPBCD etkileri degerlendirildi ve deney protokoliimiizde denenen en yiiksek
konsantrasyonda (1:20 molar konsantrasyonda), amitriptiline bagl gelisen norepinefrin (NE)
kasilma cevabinda meydana gelen inhibisyonu istatistiksel olarak anlamli sekilde azalttigi
bulundu. Literatirde 2-HPBCD molekiiliiniin in vitro vaskiiler dokudaki etkilerinin
degerlendirildigi bir ¢caligma bulunmamaktadir. Bu nedenle ¢alismamiz bu konuda yapilmais ilk

arastirma olup, 6zglindiir.

Trisiklik antidepresan (TSA) zehirlenmeleri, klinikte sik goriilen ve agir bulgularla
seyreden bir klinik tablodur.®) Amerika’da 20 yas ve iizeri hastalarda tiim zehirlenme nedenleri
arasinda antidepresanlar Ugiincli siradadir. Antidepresanlar iginde TSA ile zehirlenmeler
dordiincii sirada yer almakta olup, 6liimle sonuglanan zehirlenmeler arasinda ilk 15 etken
icerisindedir.® Hong-Kong’da yillik zehirlenme olgular1 arasinda antidepresan ilag gruplari, ilk
15 zehirlenme etkeni igindedir.®® DEU ZDM tarafindan yapilan yillik degerlendirmelerin
verilerine gore, 2015-2016 yillarinda bildirilen antidepresan zehirlenmeleri arasinda TSA’larin
ficiincii srada yer aldig belirtilmektedir.® Tiirkiye’de yogun bakima kabul edilen zehirlenme
olgular1 arasinda ilag kullanimina bagli yatislar arasinda antidepresanlar ve analjezikler ilk

siradadir. Antidepresanlar arasinda ise ilk sirada amitriptilin bulunmaktadir. “?

Hipotansiyon, amitriptilin zehirlenmesinde sik goriilen, tedaviye direngli olabilen ve
hayat1 tehdit edebilen bir bulgudur. TSA zehirlenmesine bagli hipotansiyonun tedavisinde
sirasiyla; intravendz sivi replasmani, sodyum bikarbonat, vazopressor ve inotrop ajanlar,
standart tedaviye yanit alimamadig1 takdirde glukagon, ekstrakorporeal membran oksijenasyonu
(ECMO) ve intralipit tedavisi 6nerilmektedir. Ancak bu tedavilerin yararliligina iliskin verilerin
kanit diizeyi yeterli degildir. Hipotansiyon gelisiminde kullanilacak 6zgiil antidot tedavisi
mevcut olmayip, gelistirilmesine iliskin deneysel ¢alismalar devam etmekte olup,* 7 yeni

tedavi yontemlerinin gelistirilmesine ihtiyac vardir.
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Siklodekstrinler, cesitli ilag molekiillerine yiiksek affinite gdsteren, bu nedenle
roklironyum, verapamil gibi lipit/su partisyon katsayis1 yiiksek ilaglarin etkilerinin
azaltilmasinda ya da geri dondiiriilmesinde etkili olan maddelerdir. B-siklodekstrinler,
amitriptilinle 1:1 molar oraninda ve orta-yiiksek affinite ile baglanmaktadir.®® Bu nedenle
amitriptiline bagl gelisen hipotansiyon tedavisinde, 2-HPBCD uygulamasinin amitriptiline

bagl gelisen vazodilatasyonu azaltabilecegi diisiinlilmiis ve arastirmamizin konusu olmustur.

B-siklodekstrinler, hemoliz, apoptotik hiicre 6liimii ve geri doniigsiiz bobrek hasarina
neden olabilmektedir. B-siklodekstrinin bir tiirevi olan 2-HPBCD’nin ise yiiksek dozlarda
intravendz (1.v.) kullanimda akciger, bobrek ve dalakta, oral kullanimda ise karacigerde hafif
toksik etkilere neden oldugu ve bu etkilerin geri doniislii oldugu gosterilmistir. insanlardaki 2-
HPBCD ¢alismalarinda ise ciddi advers etki bildirilmemistir.* Bu nedenle arastirmamizda 2-
HPBCD segilmistir. Aydin ve ark. tarafindan in vivo kosullarda amitriptilin ile olusturulan
kardiyovaskiiler toksik etkilerin geri dondiiriilmesinde 2-HPBCD nin arastirildigi calismada,
Wistar albino tiirti erkek siganlara, 15 dakika stireyle 16.76 mg/kg/dk dozunda 2-HPBCD’nin
tek basma inflizyonunun ortalama arteriyel basing, kalp hizi, EKG’de QRS ve QT uzamasi
iizerine etkisinin olmadig1 bildirilmektedir.*® Benzer sekilde, Brewster ve ark. tarafindan
Sprague-Dawley si¢anlar tizerinde yapilan subakut (14 giin siireyle iki giinde bir) ve subkronik
(91 giin boyunca iki giinde bir) intravenéz 200 mg/kg 2-HPBCD uygulamasimnin ve maymunlar
iizerinde yapilan akut (ilk giin 2 g/kg ve {i¢ giin sonra 10 g/kg) ve subkronik (91 giin boyunca
iki giinde bir) intravendz 200 mg/kg/g 2-HPBCD uygulamasinin; sagkalim ve kardiyak
morfoloji iizerine toksik etkisinin olmadig1 rapor edilmektedir.“® Rosseels ve ark. tarafindan
in vivo Beagle cinsi kopekler tizerinde yapilan ¢alismada ise 200, 400 ve 800 mg/kg dozlarinda
2-HPBCD’nin intravendz inflizyon olarak uygulandigi, disi kopeklerde yiiksek dozda (800
mg/kg) total periferik direng, renal vaskiiler diren¢ ve kan basincinda anlamli artis gozlendigi,
pulmoner basingta ise degisiklik olusmadig1 bildirilmektedir.“? Bizim ¢alismamizda, in vitro
kosullarda izole aort dokusunda, tek basina yiikksek doz (1:20 molar oranda) 2-HPBCD’in
norepinefrinin kasilma cevabi lizerine istatistiksel olarak anlamli bir farklilik olusturmadig:
saptand1 (p>0.05). 2-HPBCD, tek basina olusturdugu etki tiire, cinsiyete ve doza gore
degiskenlik gosterebilmektedir, ancak kardiyovaskiiler sistem tizerine belirgin toksik etkileri

bulunmamaktadir.

Anmitriptilinin vaskiiler diiz kas iizerine gevsetici etkisine (" 4549 ve in vivo hayvan

deneyleri ve klinik ¢alismalarda vazodilatasyon cevabina bagli hipotansiyona neden oldugu ve
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bu etkilerin mekanizmalarina iliskin pek gok calisma mevcuttur,® 15 30:50-52) Hyang tarafindan
yapilan arastirmada 0.3-3.0 uM dozlarda amitriptilinin in vitro aort kasilmasi {izerine o-
adrenerjik reseptor blokaji etkisinin yaninda hiicre i¢ine Ca*? girisinin inhibisyonu ve protein
kinaz C aracili kasilma cevabinin inhibe edilmesi gibi mekanizmalarla doza bagimli, yarigmali
olmayan ve endotelden bagimsiz olarak vazodilatasyona neden oldugu gosterilmistir.“?
Tungok ve ark. tarafindan yapilan ¢aligmada in vivo 0.625 mg/kg/dk amitriptilin inflizyonu
yapilan ve hipotansiyon gelisen sicanlarda; endotel aracili gevseme cevabi olusturan NO’nun
etkilerini dnlemek amaciyla verilen NO sentez inhibitoriiniin hipotansiyonu geri dondiirdiigii
gosterilmistir.®® Ribback ve ark. tarafindan in vitro sigan aortu ile yapilan calismanin
sonucunda da diisiik dozda amitriptilin inkiibasyonunun endotelyal NO aracili
vazodilatasyonda rolii oldugu gosterilmistir.*® Aric1 ve ark. tarafindan yapilan ¢aligmada
amitriptilinin NO sentezini artirmast mekanizmalarindan birinin endotelin reseptorii ETg
aktivasyonu ile oldugu bildirilmistir. /n vivo sicanlarda amitriptilin zehirlenmesine bagl olusan
hipotansiyonun 10.0 nmol/kg ETg antagonisti verilmesi sonucu engellenebildigi
gosterilmistir.®? Kalkan ve ark. tarafindan yapilan in vivo ¢alismada ise 0.94 mg/kg/dk
amitriptilin infiizyonu yapilan sicanlarda olusan hipotansiyon cevabinin adenozin A1 ve Aza
reseptor inhibitorleri tarafindan geri dondiiriildiigii gosterilmistir. Yine Kalkan ve ark.
tarafindan yapilan in vitro sican aortasi ¢alismasmda 1.8x10° M amitriptilin tarafindan
olusturulan vazodilatasyon cevabmnin adenozin Aza reseptdr inhibitorii tarafindan geri
dondiirtildiigi gosterilmistir. Bu sonuglara gére endotel ve vaskiiler diiz kas tizerinde yerlesim
gosteren adenozin Aps reseptorlerinin amitriptilinin  vazodilatdr mekanizmalarindan biri
olabilecegi vurgulanmaktadir.(” °0 Guan ve arkadaslar1 tarafindan yapilan ¢alismada in vitro
hiicre kiiltiiriinde amitriptilinin 2.5-10.0 umol/L dozlarinda, lizozomal asit sfingomiyelinazi
inhibe ettigi, vaskiiler tiip formasyonu olusumunu VEGF aracili olarak inhibe ettigi ve en ¢ok
Erk1/2 olmak iizere, Akt ve eNOS fosforilasyonunu inhibe ettigi, siiperoksit liretimine ise etkisi
olmadig1 gosterilmistir. Sonug olarak amitriptilinin endotelyal proliferasyon ve anjiogenez
iizerine olumsuz etkilerinin vaskiiler toksisite mekanizmalarindan biri olabilecegi

belirtilmektedir.®

Amitriptilinin olusturdugu vazodilatasyona bagli hipotansiyon cevabinin, destek tedavide
kullanilan sempatomimetik ilaglara ragmen direngli seyretmesi, az-adrenerjik reseptor blokaji
olusturmasmimn yani sira pek ¢ok vazodilatasyon mekanizmasimi tetiklemesinin de neden

olabilecegi diisiiniilebilir. Tedavinin etkililiginin artirilmasi i¢in bu mekanizmalara ydnelik
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girisimlerin uygulanmasi ve ilacin erken donemde etkin olarak viicuttan uzaklagtirilabilmesi
gerekmektedir. GEMNet tarafindan yaymlanan 2011 rehberinde giiniimiizde trisiklik
antidepresan zehirlenmesinde uygulanan klinik yaklagimlarin ve tedavilerin kanit diizeylerinin
diisiik oldugu ve tedavide etkililigi kanitlanmis ekstrakorporeal yontem ya da antidot segenegi
bulunmadigi bildirilmekte olup, yeni tedavi yOntemlerinin arastirilmasini giindeme

getirmektedir.®

Amitriptilin zehirlenmesi tedavisinde mide yikamasi, yakin kardiyak monitorizasyon ve
destek tedavi uygulanmaktadir. Dekontaminasyon yontemleri olarak mide yikamasi, aktif
komiir ve tim bagirsak yikamasi yapilabilmektedir. Mide yikamasmin hava yolunun
korunabildigi durumlarda, erken basvuruda (1 saat igerisinde) ve ancak c¢ok yiiksek doz
alimlarda kullanilabilecegi belirtilmektedir. Mide yikamasinin ilacin duodenuma gegisini ve
emilimini artirabilecegini gosteren calisma da bulunmaktadir.®® Aktif komiir, TCA’lar1
baglamakta ve serum ilag diizeyini azaltmada basarilidir. Ancak tekrarlayan dozlarda kullanimi
onerilmemektedir. Bunun sebebi olarak antikolinerjik etkiler nedeniyle ileus gelisim riski
bulunmasi ve TCA’larin biiyiik sanal dagilim hacimlerinin yaninda ekstrahepatik dongiiye
yaklasik %15 oraminda girdigi belirtilmektedir.® Tiim bagirsak yikamasi yapilan olgular
bildirilmekle birlikte, komplikasyon gelisim riskinin yiiksek olmasi nedeniyle, genel yaklasim

uygulanmamasi yoniindedir.®

Hipotansiyon tedavisi igin ilk secenek olarak i.v. sivi destegi ve sodyum bikarbonat
(NaHCO3) tedavisi 6nerilmektedir. Ik basamak tedavinin yetersiz olmas1 halinde vazopressdr
ilaglar ile destek tedaviye devam edilmesi gerekmektedir. Vazopressor ilaglar ile ilgili yapilan
calismalarda epinefrinin norepinefrine oranla hipotansiyon tedavisinde daha basarili oldugu
bulunmustur.®) Vazopressor olarak terlipressin verilen 41 yasinda kadm hastanin kan

basincinin normale dondiigiinii bildiren bir olgu raporu bulunmaktadir.®¥

TCA zehirlenmelerinde antidot gelistirilmesine yonelik ¢aligmalar devam etmektedir.
Bunlar arasinda TCA-Fab ve intralipit uygulamalar1 bulunmaktadir. TCA-Fab uygulamasi
koyunlar iizerinde denenmis ve bir olgu raporunda amitriptilin zehirlenmesi olgusunda
kullanilmistir. Calismada 4 g/kg TCA-Fab inflizyonu, desimipramin zehirlenme bulgularini
kisa siireligine engellemis ancak sagkalim iizerine etki gdstermemistir.®®  Amitriptilin
zehirlenme olgusunda ise; 48 yasinda erkek hastada toplam 14 g dozunda TCA-Fab uygulamas1

sonrasi hastanin bulgularinda gerileme oldugu bildirilmistir.®® Intralipit uygulamalari ile ilgili
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veriler ise ¢eligkilidir. Saglikli goniilliilerde yapilan bir ¢alismada amitriptilinin serum diizeyleri
lizerine lipit tedavisinin etkisi olmadig1 gosterilmistir.®” Varney ve arkadaslar1 tarafindan
domuzlar iizerinde yapilan kontrollii ¢alismada amitriptilin zehirlenme modelinde 7 mL/kg
bolus ve ardindan 0.25 mL/kg/dk inflizyon intralipit uygulamasi ile standart sodyum bikarbonat
2 mEg/kg uygulamasi arasinda kardiyovaskiiler parametreleri diizeltme agisindan fark
bulunmamistir. Ayni calismada serum 6rneklerinin lipit tabakasindaki amitriptilin diizeyi ile su
tabakasindaki amitriptilin diizeyi birbirine yakm bulunmustur.®® Tsujikawa ve ark. tarafindan
kobaylar iizerinde yapilan in vivo ve in vitro Langendorff izole kalp ¢alismasida %0.5-4.0 lipit
uygulamasinin kardiyak parametreleri ve sodyum kanal blokajini, alkalinizasyondan (pH 7.55)
daha basaril olarak diizelttigi gosterilmistir.®® Bir amitriptilin zehirlenmesi olgu raporunda ise
standart tedavi sonrasi uygulanan toplam 814 ml %20 lipit tedavisinin kardiyak ve mental

durum iizerine etkisinin olmadig bildirilmistir.(©®

Pek cok siklodekstrin molekiilii antidot olarak arastirmalarda ve klinik kullanimda yer
almaktadirlar. Giliniimiizde klinik kullanima girmis bir y-siklodekstrin olan sugammadeks;
rokiironyuma baghh uzamis anestezi etkilerinin sonlandirilmasinda kullanilmaktadir.
Rokiironyum ve sugammadeks arasindaki baglanma affinitesi oldukga yiiksektir.% 3%
Sugammadeksin digoksin ve verapamil ile baglanma affinitesinin, rokiironyumun affinitesinin
%1’inden diisiik olmasma ©®! % ragmen, antidot olarak kullanildiginda olumlu sonuglarmn
alindig1 cahismalar bulunmaktadir. Ozbilgin ve ark. tarafindan yapilan in vivo sican
calisgmasinda 3 mg/saat digoksin infiizyonundan 5 dakika sonra 16 mg/kg, 100 mg/kg ve 1000
mg/kg sugammadeks bolus olarak uygulandigi, kardiyak toksisiteye bagli asistoli gelisimine
kadar gegen siirenin 1000 mg/kg sugammadeks uygulamasinda geciktirildigi gosterilmistir.®)
Ozbilgin ve ark. tarafindan yapilan diger bir in vivo sigan ¢ahigmasinda 37.5 mg/kg/saat
verapamil inflizyonundan 5 dakika sonra 16 mg/kg, 100 mg/kg ve 1000 mg/kg sugammadeksin
bolus olarak uygulandigi, kardiyak toksisiteye bagl asistoli gelisimine kadar gecen siirenin 16
mg/kg sugammadeks tarafindan geciktirildigi gosterilmistir. Ancak verapamil toksisitesinde 2-
HPBCD’inin doz artis1 ile birlikte toksisitede artmaya neden oldugu da belirtilmektedir.®4
Tulgar ve ark. tarafindan yapilan in vivo sigan c¢alismasinda 37.5 mg/kg/saat verapamil
inflizyonundan 5 dakika sonra 16 mg/kg dozda tek basmma veya %20 lipit emiilsiyonu ile
kombine uygulanan sugammadeksin verapamil zehirlenmesinde sagkalim siiresini uzattigi

rapor edilmektedir.©>
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Verapamil zehirlenme modelinde sugammadeks disinda farkli siklodekstrin
molekiillerinin etkililigi de arastirilmigtir. Mottram ve ark. tarafindan yapilan in vivo sican
calismasinda siilfobiitileter-B-siklodekstrinin (SBE-CD) 2.25 mg/kg dozunda uygulandiginda
verapamil toksisitesine bagl asistoli ve 6liimii artirdigi bildirilmistir. Ancak yine Mottram ve
ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada in vivo sigan verapamil zehirlenme modelinde farkli
dozlarda (1:1, 1:2, 1:4, 1:8 molar konsantrasyon oranlarinda) SBE-CD denendigi, 1:4 SBE-CD
molar Kkonsantrasyonda uygulanmasinin asistoli gelisimine kadar gecen siireyi uzattigi
gosterilmistir.“% ) Fettiplace ve ark. tarafindan yapilan izole kalp ¢alismasinda da %0.25
konsantrasyonda SBE-CD’nin kokaine bagh kardiyak toksisiteyi azalttigi gosterilmistir.©”
Bunlar disinda siklosarin, retinoik asit ve siyaniir zehirlenme modellerinde de yine farkl

siklodekstrin molekiillerinin toksik etkileri azaltici etkiler gosterdigi bildirilmektedir. 370

Calismamizda, yiiksek doz (1:20 molar oranda) 2-HPBCD inkiibasyonunun, amitriptilin
tarafindan olusturulan gevseme cevabmi istatistiksel olarak anlamli sekilde geri dondiirdiigii
gosterildi. Diisiik doz ve orta doz (1:1 ve 1:4 molar oranda) 2-HPBCD uygulamasinin,
amitriptiline bagl NE kasilma cevabinda meydana gelen inhibisyonu azalttigi, ancak bu etkinin
kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli olmadig1 bulundu. Amitriptilin
zehirlenme modelinde 2-HPBCD’nin etkisinin arastirildigi, Aydin ve ark. tarafindan yapilan in
vivo bir ¢alismada, 0.94 mg/kg/dk amitriptilin infiizyonu ile ortalama arteriyel basingta %50
azalma saglandiktan sonra 4.19 mg/kg/dk veya 16.76 mg/kg/dk 2-HPBCD infiizyonunun
uygulandigi, 2-HPBCD uygulamasi sonrasi ortalama arteriyel basing, kalp hizi, EKG’de QRS
ve QT uzamasi iizerine etkisinin olmadig1 bildirilmektedir.®> Bu sonucun amitriptilin ve 2-
HPBCD arasindaki affinitenin yiiksek olmamasi, 2-HPBCD dozunun diisiik olmas1 ya da
infiizyon siiresinin yetersiz olmasi ile iliskili olabilecegi belirtilmektedir.> 1 Verster ve Botha
tarafindan Sprague-Dawley cinsi siganlarda bir organofosfat tarim ilaci olan aldikarb
zehirlenmesi modelinde 2-HPBCD’in etKilerinin arastirildigi bir arastirmada, siganlara oral 1.3-
1.5 mg/kg aldikarb uygulamasi 6ncesinde ve sonrasinda intravendz 200-250 mg/kg 2-HPBCD
uygulandigi, aldikarb 6ncesinde 2-HPBCD uygulamasi yapilan siganlarda sagkalim siiresinin
anlamli olarak daha uzun oldugu bildirilmektedir. Ayrica, tek bagma uygulanan 2-HPBCD’in
toksik etkilere neden olmadig1 da belirtilmektedir."Y) May ve Stewart tarafindan yapilan in vivo
koyun ¢aligmasinda tunikamisin zehirlenme modelinde, 80 mg/kg magnezyum siilfat ve 80
mg/kg magnezyum glukonat ile kombine edilen 100 mg/kg 2-HPBCD  intraperitoneal

uygulamasmin kilo kaybini azalttigi gosterilmistir. Ayn1 ¢alismanin bir diger grubunda 11
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mg/kg tunikamisin ile olusturulan zehirlenme modelinde, 200 mg/kg magnezyum siilfat ile
kombine edilen 100 mg/kg 2-HPBCD intraperitoneal uygulamasinin kilo kaybmni azalttigi

gosterilmistir. (2

2-HPBCD, yeni anjiogenik molekiil olarak da arastirilmaktadwr. Qi ve arkadaslari
tarafindan in vivo ve in vitro yapilan ¢alismada 2-HPBCD’in 10® M konsantrasyonda endotel
ve vaskiiler diiz kas hiicrelerinde Akt ve Erk aracili eNOS aktivasyonu olusturdugu, bu sayede
hem endotel hem de vaskiiler diiz kas hiicrelerinde NO aracil1 vaskiiler proliferasyonu; yine
endotel hiicrelerinde NO aracili migrasyonu tetikledigi, anjiyojenik faktor ekspresyonlarmi
(endotel icin VEGF-A, PDGF-BB, TGF- B1; vaskiiler diiz kas i¢in bFGF) artirdigi
bildirilmistir.*® Amitriptilinin vaskiiler proliferasyon ve anjiogenez iizerine olumsuz
etkilerinin oldugu gosterilmesiyle birlikte, 2-HPBCD’in anjiogenik etkilerinin amitriptiline
bagh gelisen toksik etkileri engelleme ve/veya geri dondiirmeye katkida bulundugu
diistiniilebilir. Ancak, bu etkilerin mekanizmalarma yonelik in vivo ve in vitro deneysel

arastirmalara ihtiya¢ vardir.

Giiniimiizde TCA zehirlenmesinin tedavisinde ekstrakorporeal yontemlerin kullanimi
tartismalidir. ¥ Ancak halen TCA zehirlenmesinde ekstrakorporeal yontem kullanimi artis
gostermektedir.(”® TCA’larin yiiksek dagilim hacimleri ve proteine yiiksek oranda baglanma
oranlar1 nedeniyle serum ila¢ diizeyinin azaltilmasi1 amaciyla ekstrakorporeal yontemlerin
kullanilmalar1 uygun degildir. Bununla birlikte 6zellikle aktif komiir hemoperfiizyonunun
klinik diizelme sagladigmni belirten olgu serileri bildirilmektedir.(® ki ayr1 calismada
amitriptilinin aktif komiir hemoperfiizyonu ile kandan uzaklastirilma oraninin %0.75 ve %31.0
oldugu belirtilmistir."> 7® Bu sonuglara gore farkli baglayict molekiillerin kullanimi sonucu

ekstrakorporeal yontemler ile TCA eliminasyonunun artirilabilecegi diistiniilebilir.

Siklodekstrinlerin arastirildigi  bir diger alan, ekstrakorporeal yontemlerle ilag
molekiiliiniin baglanarak atiliminin artirilmasidir. Wang ve ark. tarafindan yapilan ¢aligmada
bilirubin molekiillerinin uzaklastirilmasinda, B-siklodekstrin-polietilenemin  kompleks
molekiiline baglanmanin plazma degisiminin etkililigini anlamli olarak artirdig1
gosterilmistir.’” Perrin ve ark. siganlar iizerinde yaptig1 calismada ise, intravendz uygulanan
fenobarbitalin periton diyalizi ile uzaklastirilmasinda B-siklodekstrin molekiiliiniin olumlu
etkisi oldugu bildirilmistir.(® Literatiirde 2-HPBCD’in ekstrakorporeal yontemlerde yardimec1

madde olarak ilacin atilim {izerine etkilerini inceleyen bir ¢alisma bulunmamaktadir. Literatiir
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taramasinda ulasilan ve 2-HPBCD’nin ilag etkilerinin azaltilmasina iliskin g¢aligmalarin
sonuglari, 2-HPBCD ’nin zehirlenmelerde timit vaat eden yeni bir tedavi yontemi olabilecegini
diisiindiirmektedir. Bizim g¢aligmamizin sonuglar1 da, amitriptilin zehirlenmesinde gelisen
hipotansiyonun tedavisinde 2-HPBCD ’nin kullanilabilecegini diisiindiirmektedir. Ancak, klinik
kullanima girebilmesi i¢in deneysel arastirmalarin arttirilmasi ve klinik arastirmalar ile

desteklenmesine ihtiyag¢ vardir.

Calismamiz, 2-HPBCD molekiiliiniin vaskiiler kasilma cevabi lizerine direkt etkilerinin
in vitro incelendigi ilk ¢alismadir. Ayrica in vitro amitriptilin zehirlenme modelinde 2-HPBCD
molekiiliiniin etkilerinin incelendigi ilk ¢alismadir, bu yoniiyle 6zgiindiir. Calismamizda,
kullanilan deney hayvanlar1 ayni tiir, cinsiyet ve benzer agirliklarda se¢ilmis olup girigsimsel
uygulamalarda ve sonuclarin degerlendirilmesinde standardizasyonun korunmasina &6zen
gosterilmistir. Ayrica, etken maddelerin tek basina net etkilerinin degerlendirilmesinde ve
mekanizmalarin anlagilabilmesi yoniinden in vivo yontemlere istiindiir. Ancak, ¢esitli
kisithiliklar1 da bulunmaktadir. Calismamiz in vitro aort dokusunda gergeklestirilmis bir
arastirma olmasi nedeniyle, in vivo nérohiimoral ve parakrin etkilere bagli olusacak fizyolojik
olaylar1 tam olarak yansitmamaktadir. Sadece izole damar segmentlerinde kasilma-gevseme
yanitlarina iliskin mekanizmalarin bir kismina iligkin fikir verebilmekte olup, rol oynayabilecek

diger mekanizmalar aydmlatilmasina iliskin ileri ¢aligmalarin yapilmasima ihtiya¢ vardir.
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X. SONU

Calismamizda, sigan aortasinda amitriptilinin neden oldugu ve klinikte direngli
hipotansiyon olusum mekanizmalar1 arasinda yer alan vazodilatasyon iizerine, 2-
hidroksipropil-B-siklodekstrinin (2-HPBCD) etkisi in vitro kosullarda arastirilmistir. 2-
HPBCD’in tek basina izole aorta kasilma cevabi lizerine etkisi bulunmadig1 gosterilmistir. Bu
sonug, literatiirdeki in vivo ¢alismalarin sonuglariyla uyumludur. Amitriptilinin in vitro sigan
aortasi lizerinde 1.8x10° M konsantrasyonunda vaskiiler kasilma cevabinda azalmaya neden
oldugu gosterilmis olup, in vitro hipotansiyon modelinin taklit edilebildigi sdylenebilir. Ayrica,
2-HPBCD’in yiiksek konsantrasyonda (1:20 molar oranda), amitriptiline bagl vaskiiler kasilma
cevabinin inhibisyonunu engelledigi gosterilmistir. 2-HPBCD’in amitriptilin zehirlenmesi
tedavisinde kullaniminin farkl dozlarda, farkli hayvan tiirlerinde ve diger standart tedavilerin
yaninda yardime1 tedavi ajani olarak deneysel ve klinik olarak arastirilmasi gerekmektedir.
Ayrica, amitriptilinin olusturdugu vazodilatasyona bagl hipotansiyonun, destek tedavide
kullanilan sempatomimetik ilaglara ragmen direncli seyrinin, pek c¢ok vazodilatasyon
mekanizmasini tetiklemesi nedeniyle olustugu bilinmektedir ve bu mekanizmalarin

aydinlatilmasi ve tedavisine iliskin yeni arastirmalara ihtiyag vardir.
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