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I. TABLO, SEKIiL VE RESIM DIiZiNi

L.A. TABLO DIZINI

Tablo 1: Doku takip protokolii.

Tablo 2: Hematoksilen-eozin boyama protokolii.
Tablo 3: Masson trikrom boyama protokolii.

Tablo 4. Deney protokolii 1: 2-hidroksipropil-beta-siklodekstrininkardiyovaskiiler
parametreler lizerine etkisi.

Tablo 5. Deney protokolii 2: Amitriptilini takiben infiize edilen 2-hidroksipropil-beta-
siklodekstrinin kardiyovaskiiler parametreler tizerine etkisi.

I.B. SEKIL DiZiNi

Sekil 1. Amitriptilinin kimyasal yapisi.

Sekil 2. Alfa, beta ve gama siklodekstrinin kimyasal yapisi.

Sekil 3.Sugammadeksin kimyasal yapisi ve sugammadeks-rokiironyum inkliizyon
kompleksinin sematik gdsterimi.

Sekil 4. Birinci protokol igin akis semasi.
Sekil 5. ikinci protokol i¢in akig semast.

Sekil 6. Deney protokolii 1: 2-hidroksipropil-beta-siklodekstrinin ortalama arteriyel kan
basinci lizerine etkisi.

Sekil 7. Deney protokolii 1: 2-hidroksipropil-beta-siklodekstrinin kalp atim hizi iizerine
etkisi.

Sekil 8. Deney protokolii 1: 2-hidroksipropil-beta-siklodekstrinin QRS siiresi
tizerine etkisi.

Sekil 9. Deney protokolii 1: 2-hidroksipropil-beta-siklodekstrinin QT aralig1
tizerine etkisi.

Sekil 10. Deney protokolii 2: Amitriptilini takiben inflize edilen 2-hidroksipropil-beta-
siklodekstrinin ortalama arteriyel kan basinci lizerine etkisi.

Sekil 11. Deney protokolii 2: Amitriptilini takiben infiize edilen 2-hidroksipropil-beta-
siklodekstrinin kalp atim hizi iizerine etkisi.



Sekil 12. Deney protokolii 2: Amitriptilini takiben infiize edilen 2-hidroksipropil-beta-
siklodekstrinin QRS siiresi lizerine etkisi.

Sekil 13. Deney protokolii 2: Amitriptilini takiben infliize edilen 2-hidroksipropil-beta-
siklodekstrinin QT aralig1 tizerine etkisi.
I.C. RESIM DiZINi

Resim 1. Trakea, karotis arteri ile juguler ve femoral ven kaniilasyonu sonrasi bir siganin
gorinimul.

Resim 2. Basing transdiiseri, veri kayit sistemi ve infliizyon pompasinin gériiniimdi.

Resim 3. Deney protokolii 1: Dekstroz ve 2-hidroksipropil-beta-siklodekstrin grubuna ait kalp
dokusu histolojik kesitleri.

Resim 4. Deney protokolii 2: Dekstroz, HPBCD 1:1 ve HPBCD 1:4 gruplarina ait kalp
dokusu histolojik kesitleri. Hematoksilen-cozin boyamasi.

Resim 5. Deney protokolii 2: Dekstroz, HPBCD 1:1 ve HPBCD 1:4 gruplarina ait kalp
dokusu histolojik kesitleri. Masson trikrom boyamasi.

Resim 6. Deney protokolii 2: Dekstroz, HPBCD 1:1 ve HPBCD 1:4 gruplarina ait kalp
dokusu histolojik kesitleri. Aktive kaspaz-3 boyamasi.



1. KISALTMALAR

EKG: Elektrokardiyogram

HPBCD: 2-hidroksipropil-beta-siklodekstrin
KAH: Kalp atim hiz1

OAB: Ortalama arteriyel kan basinci

SAB: Sistolik arteriyel kan basinci
SBE-CD: Siilfobutileter-beta-siklodekstrin

TSA: Trisiklik antidepresan



11l. TURKCE OZET

Sican Amitriptilin Zehirlenme Modelinde Olusan Kardiyovaskiiler Bulgular Uzerine

2-Hidroksipropil-Beta-Siklodekstrinin Etkisi

Dr. Bur¢ Aydin
Dokuz Eyliil Universitesi T1p Fakiiltesi Tibbi Farmakoloji Anabilim Dal,

Inciralti/Balcova, 35340, izmir

Amac¢: Bu calismanin amaci, sigan amitriptilin zehirlenme modelinde goriilen
kardiyovaskiiler toksik etkilerin tedavisinde 2-hidroksipropil-beta-siklodekstrinin

(HPBCD) antidot olarak etkililiginin degerlendirilmesidir.

Yontem: Deneylerde 33 adet Wistar albino soyu erkek sican (324.0+4.1 g) kullanildu.
HPBCD'nin tek basina kardiyovaskiiler etkilerini degerlendirmek igin si¢anlara juguler
ven yoluyla 15 dakika boyunca dekstroz (5%, n=7) ya da HPBCD (16.76 mg/kg/dk, n=6)
inflizyonu yapildi. Karotis arteri kaniilasyonu ile kan basinci ve elektrokardiyografi
verileri 60 dakika boyunca kaydedildi. Ortalama arteriyel kan basincit (OAB), kalp atim
hizi (KAH), QRS siiresi ve QT araligi degerleri baslangicta, dekstroz veya HPBCD
inflizyonu sonunda ve izlem sonunda (60 dakika) olgtildii. Zehirlenme modelinde OAB'de
baslangica gore %50 diistis gozlenene kadar juguler ven yoluyla amitriptilin HCL (0.94
mg/kg/dk) infiizyonu yapildi. Amitriptilin inflizyonu sonrasinda dekstroz (5%, n=6),
diisik doz HPBCD (4.19 mg/kg/dk, 1:1 molar oran, n=7) ya da yiiksek doz HPBCD

(16.76 mg/kg/dk, 1:4 molar oran, n=7), amitriptilin infiizyonu ile ayni siire boyunca



femoral ven yoluyla infiize edildi. OAB, KAH, QRS siiresi ve QT aralig1 baslangicta,
amitriptilin inflizyonu sonunda, dekstroz veya HPBCD inflizyonu sonunda ve izlem
sonunda (60 dakika) kaydedildi. izlem sonunda kalpler ¢ikarildi ve doku hasarinin
degerlendirilmesi i¢in hematoksilen-eozin ve Masson trikrom boyamalariyla,
kardiyomiyositlerde apoptozun  degerlendirilmesi icinse aktive  kaspaz-3

immiinohistokimyasiyla incelendi ve skorlandi.

Bulgular: Baslangic OAB, KAH, QRS siiresi ve QT araligi tiim gruplarda benzerdi (tiim
degerler icin p>0.05). Yalmiz HPBCD inflizyonu ile dekstroz infiizyonu
karsilastirildiginda, OAB, KAH, QRS siiresi, QT araligi ve doku hasar1 ile apoptoz
skorlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi (tiim degerler icin p>0.05).
Amitriptilin zehirlenme modelinde, amitriptilin inflizyonu sonrasinda OAB ve KAH
degerlerinde anlamli azalma goriiliirken QRS siiresi ve QT araliginda anlamli uzama
goriildii (tim gruplarda tiim degerler i¢in p<0.0167). Dekstroz, diisik doz HPBCD ve
yiiksek doz HPBCD infiizyonlari, izlem sonu OAB, KAH, QRS siiresi ve QT araligini
benzer sekilde diizeltti(diisiik doz HPBCD grubunda OAB degeri haricinde p<0.0167) ve
gruplar arasinda anlamli fark saptanmadi (tim degerler i¢in p>0.05). Doku hasar1 ve
apoptoz skorlar1 karsilagtirildiginda, dekstroz, diisiik doz HPBCD ve yiiksek doz HPBCD
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi (her iki degerlendirme igin
p>0.05). Dekstroz ve yiiksek doz HPBCD gruplarinda birer si¢an, dekstroz veya HPBCD

infiizyonu tamamlandiktan sonra 61dii.



Sonu¢: Bulgularimiza gére HPBCD, kardiyovaskiiler toksik etki olusturmamistir.
HPBCD, si¢an amitriptilin zehirlenmesi modelindeki kardiyovaskiiler toksik etkilerin

tedavi edilmesinde dekstrozdan daha etkili olmamustir.

Anahtar  kelimeler:  Amitriptilin,  2-hidroksipropil-beta-siklodekstrin, HPBCD,

zehirlenme, kardiyovaskiiler, toksisite



IV. SUMMARY (INGILiZCE OZET)

Effects of 2-Hydroxypropyl-beta-cyclodextrin on Cardiovascular Signs of

Amitriptyline Poisoning in a Rat Model

Burc Aydin, MD
Dokuz Eylul University, School of Medicine, Department of Medical Pharmacology,

Inciralti/Balcova, 35340, Izmir, Turkey

Objective: The aim of this study is to investigate the efficacy of 2-hydroxypropyl-beta-
cyclodextrin (HPBCD) as an antidotal treatment modality for the cardiovascular toxic

effects of amitriptyline poisoningin a rat model.

Methods: Experiments were carried out on 33 male Wistar rats (324.0+4.1 g). To
evaluate cardiovascular effects of HPBCD alone, rats were infused with dextrose (5%,
n=7) or HPBCD (16.76 mg/kg/min, n=6) via a jugular vein for 15 minutes. Arterial
pressure via a carotid artery cannulation and electrocardiography data were recorded for
60 minutes. Mean arterial blood pressure (MAP), heart rate (HR), QRS duration, and QT
interval values were measured for baseline, end-dextrose or -HPBCD infusion, and end-
experiment timepoints (60 min). In the poisoning model, amitriptyline HCI (0.94
mg/kg/min) was infused via a jugular vein until the MAP dropped to the 50% of the
baseline. Following amitriptyline infusion, dextrose (5%, n=6), low-dose HPBCD (4.19
mg/kg/min, 1:1 molar ratio, n=7), or high-dose HPBCD (16.76 mg/kg/min, 1:4 molar

ratio, n=7) was infused via femoral vein for the same amount of time of amitriptyline
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infusion. MAP, HR, QRS duration, and QT interval were measured for baseline, end-
amitriptyline infusion, end-dextrose or -HPBCD infusion, and end-experiment timepoints
(60 min). Hearts were excised at the end-experiment timepoint and examined with
hematoxylin-eosin and Masson's trichrome stainings and activated caspase-3
immunohistochemistry for determination and scoring of tissue damage and apoptosis of

cardiomyocytes, respectively.

Results: Baseline MAP, HR, QRS duration, and QT interval were similar in all groups
(p>0.05, for all parameters). HPBCD infusion alone did not yield statistically significant
difference forMAP, HR, QRS duration, QT interval, and histological scores for tissue
damage and apoptosis when compared to dextrose in either group (p>0.05, for all
parameters). In the amitriptyline poisoning model, MAP and HR values decreased while
QRS duration and QT interval prolonged significantly following the amitriptyline infusion
(p<0.0167, for all parameters in all groups). Dextrose, low-dose HPBCD, and high-dose
HPBCD infusion similarly corrected MAP, HR, QRS, and QT values to the baseline at the
end-experiment timepoint (p<0.0167, except for MAP value in low-dose HPBCD group)
without significant difference between groups (p>0.05, for all parameters). Histological
scores for tissue damage and apoptosis showed nostatistically significant difference in
dextrose, low-dose HPBCD, and high-dose HPBCD groups (p>0.05, for both
comparisons). One rat in dextrose group and one in high-dose HPBCD group died after

the end of dextrose or HPBCD infusion.
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Conclusion:Based on our results, HPBCD did not show cardiovascular toxicity while it
was no more effective than dextrose for the treatment of cardiovascular toxic effects of

amitriptyline poisoning in rats.

Keywords: Amitriptyline, 2-hydroxypropyl-beta-cyclodextrin, HPBCD, poisoning,

cardiovascular, toxicity
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V. GIRiS VE AMAC

Trisiklik antidepresanlar (TSA'lar), depresyon ve diger bazi hastaliklarin tedavisi igin
insanlarda kullanilan bir ilag grubudur. Yanlis kullanim veya intihar amaciyla fazla
miktarda alindiklarinda, 6liimciil olabilen zehirlenmelere yol agmaktadir. Amerikan Zehir
Kontrol Merkezleri Birligi 2013 yili raporunda tiim maddelerle zehirlenmelerde en sik
karsilagilan etkenler arasinda antidepresanlarin besinci sirada (%4.2) yer aldigi
bildirilmektedir. Ayn1 y1l iginde 6liimle sonuglanan antidepresan nedenli zehirlenmelerde
en sik karsilasilan (34 vaka, %25.6) etken maddenin amitriptilin oldugu rapor edilmistir
(1). Dokuz Eyliil Universitesi Hastanesi Acil Servisi’ne antidepresan zehirlenmesi ile
basvuran hastalarda en sik kullanilan antidepresan grubu da TSA’lar (6zellikle opipramol

ve amitriptilin) olarak bulunmustur (2).

TSA zehirlenmelerinde goriilen belirti ve bulgular ii¢ baslikta toplanabilir:

a) kardiyovaskiiler sistem etkileri, b) merkezi sinir sistemi etkileri, c¢) antikolinerjik
etkiler. Kardiyovaskiiler sistem toksisitesinde ise tasikardi, elektrokardiyogram (EKQG)
degisiklikleri (PR ve QT araligi ile QRS siiresinin uzamasi), aritmiler, hipotansiyon ve
sok ile kalp durmasidir (3). TSA’larla zehirlenmelerde solunum ve kardiyovaskiiler
fonksiyonlarin desteklenmesi ve korunmasi esastir. Dekontaminasyon yontemleri olan
mide lavaji ve aktif komiir uygulamasi, hastanin alimdan sonraki gelis siiresine gore
uygulanabilir. TSA zehirlenmesinin 6zgiil bir tedavisi veya antidotu bulunmamaktadir.
Tedavide belirti ve bulgulara yonelik bir yaklasim izlenmektedir. EKG’de QRS siiresi 0,1
saniyeden uzunsa, hipotansiyon ve ventrikiiler aritmi varsa sodyum bikarbonat infiizyonu

uygulanir. TSA zehirlenmelerinde hemodiyaliz ve hemoperfiizyon etkili degildir (3, 4).

13



TSA’larin yagda c¢oziinlirliikleri ve kandaki proteinlere baglanma oranlar fazladir.
Viicuttaki sanal dagilim hacimleri yiiksektir ve enterohepatik dongiiye girerler. Eldeki
tedavi imkanlariin tiimiiniin uygulanmasina ragmen hayati tehdit edici belirti ve bulgulari
devam eden hastalar icin ¢esitli yontemler gelistirilmeye calisilmistir. Bazilar1 yalnizca
hayvanlarda denenen bu yontemler, plazma degisimi (5), viicut disinda arindirma (6),
ilaca 6zgil antikorlar (6-8), yag emiilsiyonu (9), nano boyutlu vezikiiller (10) ve

kardiyopulmoner bypasstir (11).

Siklodekstrinler, alti, yedi veya sekiz (sirasiyla alfa, beta ve gama siklodekstrin) a-D-
glukopiranoz biriminden meydana gelen hidrofilik siklik oligosakkaridlerdir. Hidrofilik
yapt i¢inde hidrofobik bir merkez igerirler. Amerika’da kullanimi siirli olsa da Avrupa
ve Japonya’da uzun yillardir gidalarda ve ilaglarda katki maddesi olarak kullanilmaktadir.
Hidrofobik ilag molekiillerinin, ¢ember seklindeki siklodekstrin molekiiliiniin ortasina
baglandigi ve baglanmanin 1:1 eslesme ile gerceklestigi bilinmektedir (12). Yedi
glukopiranoz biriminden meydana gelen beta siklodekstrinin amitriptilini baglayabildigi
ve bu baglanmanin 1:1 eslesme ile gerceklestigi de analitik kimya caligmalar1 ile
gosterilmistir (13, 14). Toksikolojik hayvan ¢alismalarinda beta siklodekstrinin hemoliz,
apoptotik hiicre oliimii ve geri doniissiiz bobrek hasar1 yaratabildigini ortaya konmustur
(12). Beta siklodekstrinin toksikolojik etkilerini azaltmak ve suda c¢oziinirligini
arttirmak i¢in ¢esitli beta siklodekstrin tiirevleri gelistirilmistir. Bunlardan biri,

2-hidroksipropil-beta-siklodekstrin (HPBCD)'dir. HPBCD’nin amitriptilini baglayabildigi
ve bu baglanmanin da 1:1 eslesme ile gergeklestigi analitik kimya calismalari ile
gosterilmistir (15). Toksikolojik hayvan g¢alismalarinda 200 mg/kg ve iizeri dozlarda

intravendz yolla uygulanan HPBCD, geri doniisli akciger, karaciger ve bobrek
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degisiklikleri yapmaktadir. Insanlardaki intravendz HPBCD calismalarinda herhangi bir

advers etki bildirilmemistir (16).

Bu c¢alismanin amaci, anestezi altindaki sicanlarda bir trisiklik antidepresan olan
amitriptilin ile olusturulan kardiyovaskiiler toksik etkilerin geri dondiriilmesinde
HPBCD’nin etkililiginin aragtirilmasidir. Calismanin hipotezi, baglayict ajan olarak

intraven6z HPBCD uygulamasimin siganlardaki amitriptilin zehirlenmesinde gozlenen

kardiyovaskiiler toksik etkileri diizeltecegidir.
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VI. GENEL BiLGILER

VIA. TRISIKLiK ANTIDEPRESANLAR

Amitriptilinin de dahil oldugu trisiklik antidepresanlar, 1956 yilinda imipraminin antidepresan
Ozelliginin gosterilmesi ile ortaya ¢ikmus bir ilag grubudur (17). Kimyasal yapilarina gore
isimlendirilmislerdir. Major depresif bozukluk, bipolar bozuklugun depresif dénemi,
agorofobili panik bozuklugu, obsesif kompiilsif bozukluk, yaygin anksiyete bozuklugu,

anoreksia nervoza ve bulimia nervoza tedavisi i¢in kullanilmaktadirlar (18).

VI.B. AMITRIPTILIiN

VI.B.1. Kimyasal yapisi

Amitriptilin, kimyasal formiilii CyH23N olan dibenzosiklohepten tiirevi bir trisiklik

antidepresandir (Sekil 1). Oktanol-su partisyon katsayisi (logP) 4.92'dir (19).

Sekil 1. Amitriptilinin kimyasal yapis1. (Wikimedia Commons'tan alinmistir.)
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VI.B.2. Amitriptilinin Farmakolojik Ozellikleri

VI.B.2.a. Farmakodinamik ozellikleri

Amitriptilin, plazma zarindaki noradrenalin ve serotonin tasiyicilarina baglanir ve bu
tastyicilar1 bloke ederek sinir uclarina amin gerialimini engeller. Amin tastyicilart yaninda
muskarinik asetilkolin, H; histamin, a; adrenerjik ve 5-HTg ile 5-HT7 serotonin reseptorlerine

de baglanir ve bu reseptorleri antagonize eder (20).

VI1.B.2.b. Farmakokinetik 6zellikleri

Emilim: Amitriptilin, gastrointestinal sistemden yavas ve tamamen emilir. Tepe plazma
konsantrasyonuna 4-8 saatte ulasilir. Sistemik biyoyararlanimi %31-61 arasindadir (21, 22).
Dagilim: Oldukga lipofilik bir molekiil olan amitriptilin tiim viicutta dagilir ve doku
proteinlerine baglanir. Sanal dagilim hacmi 5-10 L/kg'dir. Kanda %82-96 oraninda proteinlere
baglanir (21, 22).

Metabolizma: Amitriptilin temel olarak karacigerde N-demetilasyon, hidroksilasyon ve
glukuronidasyon ile metabolize edilir. N-metilasyon reaksiyonuna en fazla katki yapan enzim
CYP2C19'dur ve bu reaksiyon sonunda biyolojik olarak aktif olan nortriptilin ortaya cikar.
Hidroksilasyon reaksiyonunda en fazla katkiyr ise CYP2D6 enzimi yapar. Yarilanma omrii
31-46 saat arasindadir. Oral aliminda ilk gecis eliminasyonuna ugrar (22-24).

Atilm: Amitriptilinin yaklasik tigte biri-yaris1 24 saat iginde konjiige inaktif molekiiller

seklinde idrarla atilir (21).

VI1.B.3. Amitriptilinin Toksik Dozu

Tiirkiye'deki ulusal rehberler, trisiklik antidepresanlarin yagami tehdit eden dozlarmin 10-20

mg/kg oldugunu, ancak daha diisiik dozlarda da ciddi zehirlenme gelisebilecegini
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belirtmektedir (4). Cocuklarda akut alimda ciddi zehirlenme ile iliskilendirilen en diisiikk
amitriptilin dozu 6.8 mg/kg, 6liimle iliskilendirilen en diistik doz ise 15 mg/kg'dir. Eriskinde

akut alimda ciddi zehirlenme ile iligskilendirilen en diisiik doz 300 mg'dir (25, 26).

VI.B.4. Amitriptilinin Toksik Etki Mekanizmasi

Amitriptilinin toksik etki mekanizmasinda noradrenalin gerialim inhibisyonu, o adrenerjik
reseptor blokaji ve muskarinik reseptdr antagonizmasina bagli antikolinerjik etki rol
almaktadir (3). Bunlar yaninda amitriptilin, kardiyak sodyum kanali (hH1) akimini lokal
anesteziklere benzer bigimde inhibe eder ve kalp kasinda depolarizasyonu yavaslatir (27).
Amitriptilinin, repolarizasyonda rol alan kardiyak potasyum kanali (HERG) akimin1 da inhibe

ettigi gosterilmistir (28).

VI1.B.5. Amitriptilin Zehirlenmesinde Klinik Belirti ve Bulgular

Kardiyovaskiiler belirti ve bulgular: En sik gézlenen kardiyovaskiiler bulgu, noradrenalin
gerialim inhibisyonuna ve muskarinik reseptdr antagonizmasina bagl siniis tasikardisidir.
Depolarizasyonun yavaglamasia bagli olarak iletim siiresi uzar ve EKG'de PR ve QT
araliklarinda uzama, QRS siiresinde artma goriilebilir. EKG'de goriilebilecek diger bulgular
sag dal blogu, atriyoventrikiiler blok, Brugada dalgasi, torsade de pointes ve 6zgiil olmayan
ST aralig1 ve T dalgas1 degisiklikleridir. Aritmiler genelde ila¢ alimini takiben ilk 24 saat
icinde ortaya cikar ve supraventrikiiler (atriyal fibrilasyon) ya da ventrikiiler (ventrikiiler
tagikardi, ventrikiiler fibrilasyon) bigcimde olabilir. Hipotansiyon, noradrenalin azligina, og
adrenerjik reseptor blokajina ve kardiyak kontraktilitede azalmaya bagl olarak goriilebilir ve

kardiyojenik sok gelisebilir (3, 29).
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Merkezi sinir sistemi belirti ve bulgulari: Amitriptilin zehirlenmesinde en sik gdzlenen
merkezi sinir sistemi bulgulari letarji, koma, nébet ve deliryumdur. Komanin (Glasgow Koma
Skalas1 skoru <8) varligi, nobet ve hemodinamiyi tehdit edici aritmi gelisimi agisindan bir
risk faktoridiir (3, 30).

Antikolinerjik belirti ve bulgular: Amitriptilin zehirlenmesinde goriilen antikolinerjik
belirti ve bulgular 6zgiil olmayip agiz kurulugu, gérme bulanikligi, midriyazis, idrar ve gayta

retansiyonu ve viicut sicakliginin artmasi bigiminde ortaya ¢ikabilir (3).

VI1.B.6. Amitriptilin Zehirlenmesinde Tan1

Amitriptilin zehirlenmesinde tan1 ¢ogu kez oykii, belirti/bulgular ve EKG sonuglari ile konur.
QRS siiresinin uzadigr (>0.1 saniye), hipotansiyonun gelistigi, biling degisikligi ile
antikolinerjik bulgularin goriildiigli durumlarda amitriptilin zehirlenmesi akla gelmelidir (4).
Amitriptilin kan diizeylerinin niteliksel veya niceliksel olarak saptanmasi, ciddi zehirlenmeler

igin risk faktorii degildir ve tedaviye yardimci olmamaktadir (4, 31).

VI1.B.7. Amitriptilin Zehirlenmesinde Tedavi

VI1.B.7.a. Acil ve destek tedavi

Amitriptilin zehirlenmesinde temel yaklasim, diger zehirlenmelerde oldugu gibi, havayolu,
solunum ve dolasimin degerlendirmesi ile baglamalidir. QRS siiresi uzamis (>0.1 saniye),
hipotansiyon gelismis veya aritmi mevcutsa sodyum bikarbonat tedavisi (1 mEg/kg
intravendz infiizyon) baglanmalidir, gerektiginde tekrar edilebilir. Hipotansiyon tedavisi i¢in
intravendz serum fizyolojik infiizyonu yapilmalidir. Serum fizyolojik uygulamas: ile
diizelmeyen hipotansiyonda vazopresorler kullanilmalidir. Sodyum bikarbonat tedavisine

cevap vermeyen aritmilerde, ventrikiiler tasikardi ve erken ventrikiiler ektopik atimlar i¢in
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lidokain (1-1.5 mg/kg intraven6zbolus, 1-4 mg/dk intravendz inflizyon), ventrikiiler tasikardi,
ventrikiiler fibrilasyon ve torsade de pointes i¢in magnezyum siilfat (1 g intravendz bolus)
uygulanabilir (4, 32). Amitriptiline bagli nobetlerde benzodiazepinler (diazepam 5 mg
intravendz, lorazepam 2 mg intraven6z) kullanilabilir (4). Trisiklik antidepresan
zehirlenmelerinde asistol ile iliskilendirildiginden antikolinerjik belirti ve bulgularin

tedavisinde fizostigmin kullanilmamalidir (33).

VI1.B.7.b. Dekontaminasyon

Trisiklik antidepresan zehirlenmelerinde dekontaminasyon uygulamalarin1 degerlendiren bir
derlemenin sonuglarina gore mide lavaji, tiim barsak yikamasi ve tekrarlayan aktif komiir
uygulamasi, rutin tedavide onerilmemistir (6). Tiirkiye'deki ulusal rehberlere gore ilag alimini
takip eden 6 saat icinde ve yliksek dozlarda(>10 mg/kg) alimlarda mide lavaji yapilmalidir.
Ciddi zehirlenmelerde ise tekrarlayan aktif komiir uygulanabilir (4). Ekstrakorporeal
tedavilerden yarar goren hastalara dair vaka raporlar1 bildirilmis olsa da trisiklik
antidepresanlarin farmakokinetik o6zellikleri nedeniyle rutin uygulamada etkili olmadiklar:

diistiniilmektedir (6, 34).

VI.B.7.c. Ozgiil antidotlar ve diger tedavi secenekleri

Trisiklik antidepresanlara 6zgiil antikorlar (ovine antibody) ile insanlarda amitriptilin
zehirlenmesi tedavisi bir vaka bildirimi ve bir vaka serisi ile denenmistir. Bu ¢alismalarda,
0zgil antikorlarin total serum amitriptilin diizeyini artirirken serbest amitriptilin diizeyini
azalttigi bulunmus ve sinirhi hastada klinik diizeltme yaratabilecegi belirtilmistir (35, 36).
Tedaviye cevapsiz hipotansiyonu ve QRS siiresi uzamasi olan hastalarda hipertonik serum

fizyolojik infiizyonunun yararli olabilecegi vaka raporlart ile bildirilmistir (37). Benzer
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bigimde, ciddi amitriptilin zehirlenmesi olan ve destek tedaviye cevap vermeyen hastalarda
plazma degisimi (5) veya intravendz lipid tedavisi uygulanabilecegi bildirilmistir (9, 38, 39).
Intravendz lipid tedavisi farkli vakalarda yararl, etkisiz ya da advers etki ile iliskili olarak

degerlendirilmistir (9, 38, 39).

VI.C. SIKLODEKSTRINLER

Siklodekstrinler, ilk kez 1891 yilinda tanimlanmus siklik glukoz oligomerleri olup 6, 7 veya 8
a-D-glukopiranoz alt biriminden olusurlar ve igerdikleri glukopiranoz alt birimi sayisina gore
sirasiyla a, B veya y siklodekstrin olarak adlandirilirlar (Sekil 2). Gida, kozmetik ve ilag
sektorlerinde cogunlukla stabilizatdr, ¢oziicii veya lokal iritasyonu azaltici olarak
kullanilmaktadirlar ve siklodekstrin iceren farmasotik driinler halihazirda kullanima

sunulmustur. (40).

aH
- g_
o)
0 aH A OH
S 5 I: .3.......{\ —0, (
HO £ *
omr'"" ___?- %‘ar" o \ D—/ ﬁ?—-
o [ T ] 0H [P
I [ e A A~ N\
e HO o= H £
M:g OH HO 0 N _2....0;— HO o o oH HO o
J oH Hia_A o HOW A L OH R
P - T " - o
i €D TA Mo 5-CD ~ 1 -CD
- [i] e O ' .
o \\_ Ho™ “‘l/ HU\-’LE—""“W HOY \|/
£ o { E
5. 2 Hi 5 HO o o, aH HQ “
AT HD _114 “/l P \r 5 /\ &
HE e — o
g I‘“ jjx H di _)CH Hl:h"l Hi "‘_\I"OH Hil OH HD‘“'- jl}"‘n
j o0 c-._____/ ~ // ,J/*-.. Q ___J% Y/ /“--0 \
HO” oH P oH ® doN o
- Ho~ @ S e
N
e

Sekil 2. Alfa, beta ve gama siklodekstrinin kimyasal yapisi. (Wikimedia Commons'tan

alinmustir.)
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Siklodekstrinler, suda ¢6zlinen molekiiller olup kesik koni bi¢imli bir konformasyona
sahiptirler. Suda c¢oziindiiklerinde merkezdeki bosluk goreli olarak ¢ozeltiye gore daha
lipofiliktir. Uygun biiyiikliige sahip lipofilik molekiiller, bu bosluga kovalent olmayan baglar
ile yerleserek inkliizyon kompleksleri olusturabilirler (41, 42). Inkliizyon kompleksleri
genellikle bir siklodekstrin molekiiliine bir adet lipofilik molekiiliin tersinir olarak baglanmasi

(1:1 inkliizyon kompleksi) ile meydana gelmektedir (12).

Siklodekstrinlerin ilag molekiilii baglayici ajan olarak kullanima giren ilk ve tek iiyesi olan
sugammadeks, rokuronyiim i¢in ¢oziici bir ajan arastirilmasi sirasinda bulunmustur.
Sugammadeks, modifiye edilmis bir gama siklodekstrin olup rokiironyuma yiiksek afinite
(K=1.8 x 10" M) ve 6zgiilliik ile 1:1 molar oran ile baglanmaktadir (43) (Sekil 3).
Intravendz olarak uygulanan sugammadeks, plazmadaki serbest rokiironyumu baglayarak
konsantrasyon farki yaratmakta ve kas-sinir kavsagina ge¢mis rokiironyum molekiillerinin de
plazmaya donmesini saglamaktadir. Plazmaya donen rokiironyum molekiilleri de
sugammadeks tarafindan baglanmaktadir (43, 44). Klinik yanit, rokiironyum ile ortaya ¢ikan
noromiiskiiler blokajin sugammadeks tarafindan hizla ortadan kaldirilmast olarak

gozlenmektedir (45).

Amitriptilini  1:1 molar oran ile baglayabildigi kimyasal olarak gdsterilmis olan
siklodekstrinler, alfa siklodekstrin (K,=113 M™), beta siklodekstrin (K,=3185 M™) ve 2-
hidroksipropil-beta-siklodekstrindir (K,=1030 M™)(14, 15, 46-48). Beta siklodekstrin, geri
dontigsiiz bobrek hasar1 ve bobrekte hiicre 6liimii ile iligkili oldugundan (12) ¢alismamizda

baglayici ajan olarak 2-hidroksipropil-beta-siklodekstrin kullanilmstir.
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VI1.D. 2-HIDROKSIPROPIL-B-SIKLODEKSTRIN (HPBCD)

VIL.D.1. Kimyasal Yapisi

HPBCD, kimyasal formiilii (CgHgOs);(C3H;Q)s5 olan bir [ siklodekstrin tiirevidir.
siklodekstrindeki her glukopiranoz birimine ortalama 0.67 hidroksipropil grubu eklenmesi ile

meydana gelmektedir. Ortalama molekiil agirligr 1396'dir. Oldukea hidrofiliktir (¢oziiniirliik:

45 g/100 ml) (49).
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Sekil 3. Sugammadeksin kimyasal yapisi (a) ve sugammadeks-rokiironyum inkliizyon

kompleksinin sematik gosterimi (b). (Wikimedia Commons'tan alinmigtir.)
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VI1.D.2. HPBCD'nin Farmakolojik ve Toksikolojik Ozellikleri

VI.D.2.a. Farmakokinetik ozellikleri

Emilim: HPBCD, oral uygulama sonrasi siganda %3, insanda %0.5-3.3 oraninda emilir (12,
41).

Dagilim: HPBCD'nin dagilim hacmi siganda 194 ml/kg (50), insanda 222-253 ml/kg'dir (12,
51). Bu degerlere gore, biiyiikk ve hidrofilik bir molekiil olan HPBCD yalnizca hiicre disi
stvilarda dagilmaktadir.

Metabolizma ve atihm: Oral yolla uygulanan HPBCD sistemik olarak ¢ok az emilir ve oral
dozun %50-65'i degismeden, kalan1 ise intestinal flora tarafindan metabolize edilerek gayta
ile atilir (41). Intravendz olarak uygulanan HPBCD'nin viicutta metabolize edilmedigi
diigiiniilmektedir. Uygulanan dozun yaklasik olarak tamami 24 saat iginde degismeden

glomertiler filtrasyon yoluyla idrarda atilir (50). HPBCD'nin plazma yarilanma 6mrii siganda

23.9 dakika, insanda 102-114 dakika arasindadir (12).

VLD.2.b. intravenéz yolla uygulanan HPBCD'nin toksikolojik 6zellikleri

Akut toksisite testlerinde maymunda 10000 mg/kg dozu ve farede 2000 mg/kg dozu 6liime
sebep olmamistir. Sicanda 2250 mg/kg dozu, hareketlerde azalmaya, solunum diizensizligine
ve Olime sebep olmustur. Sicanda 1000 mg/kg dozu ise advers etki veya Oliime sebep
olmamustir. Siganlara 4-7 gilin boyunca 225, 2400 veya 7200 mg/kg/giin dozuyla uygulanan
HPBCD'nin akcigerde kopiiksii makrofaj infiltrasyonu, boébrek proksimal tiibiillerinde
vakuolizasyon ve bobrek agirliginda artis ile iliskili oldugu bulunmustur. Si¢anlara ve
kopeklere 3 ay boyunca sirasiyla 50 veya 100 mg/kg/giin dozuyla HPBCD uygulandiginda
advers etki goriilmezken her iki tire de 400 mg/kg/giin dozuyla uygulanan HPBCD,

akcigerde koptiksii hiicre infiltrasyonu ile plazma aminotransferaz ve biliriibin diizeylerinde
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artis ile iliskili bulunmustur. Bir aylik siire sonunda bu bulgularin biiytik kismi gerilemistir
(12, 16). Kopeklere toplam yaklasik 200 veya 400 mg/kg dozuyla uygulanan HPBCD, kan
basinci, kalp atim hizi, QRS siiresi ve QT araligi degerlerinde serum fizyolojige kiyasla
anlamli farklilik olusturmamistir (52). Kopeklerde yapilan bir baska c¢alismada 800 mg/kg
dozuyla uygulanan HPBCD, yalnizca disilerin ortalama arteriyel kan basincinda artis
yaratirken disi ve erkeklerin kalp atim hizin1 azaltmistir. Kalp atim hizina gore diizeltilmis QT
araliklarinda ise anlamli bir farklilik goriilmemistir (53). Siganlara 14 ve 91 giin, maymunlara
ise 91 giin icinde giinasirt 200 mg/kg dozuyla uygulanan HPBCD, viicut agirligi, besin
tilkketimi, tam kan sayimi ve biyokimya degerleri ile organ agirliklar1 ve histolojik 6zellikleri
tizerinde advers etki géstermemistir (54). Seksen giin i¢inde haftada iki kez 1 g/kg ya da 20
giin boyunca 2 g/kg/giin dozuyla HPBCD uygulanan tavsanlarin bobrek proksimal tiibiil
hiicrelerinde geri doniislii vakuolizasyon goriilmiis, nekroz saptanmamustir (55). Domuzlara 1
g/kg dozunda uygulanan HPBCD, kalp hizinda artisa ve kan basincinda diisiise neden olmus,
2 hafta icinde 5 kez 0.25-0.5 g/kg dozuyla uygulandiginda ise karacigerde yaglh degisiklik ile
akcigerde inflamatuar degisiklikler ve erken fibrozis goriilmistiir (56). Saglikli insanlara bir
kez uygulanan 1 g HPBCD advers etkiye neden olmamis, 3 g dozunda uygulandiginda bobrek
islevleri lizerinde advers etki goriilmemistir (16). Hipervitaminozis A tanisi olan bir hastaya
470 mg/kg/giin dozuyla 4 gin HPBCD uygulandiginda advers etki goriilmemistir (57).
Niemann-Pick tanis1 bulunan bir hastaya 23 ay boyunca haftada 3 kez 2.5 g/kg HPBCD
uygulanmis ve bir pndmoni epizodu sirasinda HPBCD infiizyonunu takiben akciger grafisinde
geri doniiglii yaygin opasite artisi gozlenmistir (58). HPBCD'nin miistahzarlarda ¢oziicii

olarak 16 g/giin dozunda kullanilmasi onaylanmistir (41).
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VII. GEREC VE YONTEM

VII.A. DENEY HAYVANLARI VE BARINMA KOSULLARI

Calisma i¢in Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
onay1 (Protokol No: 86/2012) alind1 ve tiim deneyler, Helsinki Bildirgesi, Deneysel ve Diger
Bilimsel Amaglar i¢in Kullanilan Hayvanlarin Refah ve Korunmasina Dair Y&netmelik ve
laboratuvar hayvani kullanimi ile ilgili uluslararas1 mevzuata uygun olarak Dokuz Eyliil
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Farmakoloji ~Anabilim Dali laboratuvarlarinda

gerceklestirildi.

Calismada, Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Multidisipliner Deney Hayvanlar
Laboratuvari’ndan temin edilen toplam 33 adet Wistar albino soyu erkek sigan (324.0+4.1 Q)
kullanildi. Siganlar, konvansiyonel kafeslerde, oda sicakliginda, 12'ser saatlik aydinlik-
karanlik dongiisiinde, standart pelet sican yemi ile beslendi ve suya serbestce ulasabilmeleri

saglandi. Sicanlar, deneylerden 12 saat dnce ag birakildi, ancak su igmelerine izin verildi.

VIL.B. CERRAHI iSLEMLER

Sicanlara iiretan / a-kloraloz (500 mg/kg / 50 mg/kg) ile intraperitoneal olarak anestezi
verildi. Hava yolunun kontrolii i¢in trakeostomi ile trakea kaniile edildi ve nazal kaniil ile
oksijen (2 L/dk) uygulandi. Kan basinci 6l¢iimii i¢in sag karotis arteri, ila¢ infiizyonu igin sol
femoral ven ve/veya sol eksternal juguler ven, heparinize (100 inite /ml) %5 dekstroz
soliisyonu igeren polietilen kaniil (OD: 0.96 mm, ID: 0.58 mm, Smiths Medical, Kent, UK)
araciligi ile kaniile edildi (Resim 1). Cerrahi islemler tamamlandiktan sonra siganlarin

stabilizasyonu icin en az 15 dakika beklendi. Stabilizasyon sonrasi sistolik arteriyel kan

26



basinci (SAB) 100 mmHg’ nin altinda olan siganlar deneye alinmadi. Deney boyunca siganlar

1s1tic1 bir lamba altinda tutularak viicut sicakliginin 37°C'de tutulmasi saglandi (59).

VII.C. KARDIiYAK PARAMETRELERIN KAYDI

Arteriyel kan basinci, bir basing transdiiseri (MLT844, ADInstruments, New South Wales,
Australia) ile Olgiildii. Elektrokardiyogram, subkiitanéz elektrotlar ile bipolar birinci
derivasyon kullanilarak elde edildi. Veri kaydi, PowerLab/8SP sistemi (ADInstruments, New
South Wales, Australia) ile her 15 saniyede bir gergeklestirildi (Resim 2). Veri analizi igin
Chart 5.0 yazilimi (ADInstruments, New South Wales, Australia) kullanildi ve deney
protokollerinde belirtilen anlar i¢in ortalama arteriyel kan basinci (OAB=[Sistolik
basing+(Diastolik basingx2)]/3), kalp atim hiz1 (KAH), QRS siiresi ve QT araligi kaydedildi.
QRS siiresi ve QT araligi hesaplamasi igin elektrokardiyogramda ardisik ti¢ kalp atimindaki
degerlerin ortalamast alindi. Deneyde sicanlarin yasam siiresi kaydedildi. Solunumun
durmasi, EKG'de asistol goriilmesi ya da OAB'nin 20 mm Hg'nin altina diismesi halinde

Oliimiin gerceklestigi kabul edildi.

VI1.D. DENEYDE KULLANILAN iLACLAR

Uretan, amitriptilin HCI ve2-hidroksipropil-beta-siklodekstrin(HPBCD), Sigma-Aldrich'ten
(MO, ABD), o-kloraloz ise Alfa Aesar'dan (MA, ABD) satin alindi. Ilaglarin stok
soliisyonlar1 (iiretan 300 mg/ml, a-kloraloz 40 mg/ml, amitriptilin HCI 30 mg/ml, HPBCD
400 mg/ml) distile suda hazirlandi. Amitriptilin  ve  HPBCD soliisyonlar1, son
konsantrasyonlarina %5 dekstroz soliisyonu ile diliie edilerek getirildi. Tiim amitriptilin ve

HPBCD soliisyonlari, infiizyon pompast (NE-1000, New Era Pump Systems, NY, ABD) ile
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0.05 ml/kg/dk infiizyon hiziyla sol femoral ven ve/veya sol eksternal juguler ven icine

uygulandi (Resim 2).
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Resim 1. Trakea, karotis arteri ile juguler ve femoral ven kantilasyonu sonrasi bir siganin

goriunumul.
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Resim 2. Basing transdiiseri, veri kayit sistemi ve inflizyon pompasinin gériintimii.

VILE. DENEY PROTOKOLLERI

Calismamizda iki ayri in vivo deney protokolii uygulandi. Birinci protokolde amitriptilin
uygulanmayan siganlarda HPBCD'in kardiyak parametrelere etkisi degerlendirildi. Ikinci
protokolde, amitriptilin zehirlenmesi modelinde olusan kardiyovaskiiler toksik etkiler tizerine
HPBCD'nin etkisi degerlendirildi. Siganlar deney gruplarina rasgele atandi. In vivo deney

protokolleri tek bir arastirmaci tarafindan agik etiketli olarak gerceklestirildi.

VII.E.1. Birinci Protokol: HPBCD'nin Kardiyak Parametrelere Etkisi

Bu protokol ile HPBCD'nin kardiyak parametrelere tek basina etkisi arastirildi. Bunun igin,
amitriptilin zehirlenmesi modelinde uygulanmasi planlanan en yiiksek HPBCD dozu (16.76
mg/kg/dk) kullanildi. Toplam 13 adet sican iki gruba ayrilarak cerrahi islem uygulandi (ilag

inflizyonu icin yalnizca sol eksternal juguler ven kaniile edildi) ve stabilizasyondan sonra
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sicanlara %5 dekstroz (n=7) ya da HPBCD soliisyonu (n=6), beklenen en uzun amitriptilin
inflizyon siiresi olan 15 dakika boyunca infiize edildi. HPBCD veya dekstroz inflizyonu
kesildikten sonra, infiizyonun baslangicindan itibaren toplam siire 60 dakika olacak sekilde
izleme devam edildi (Sekil 4). Stabilizasyon sonunda (baslangi¢), dekstroz veya HPBCD

inflizyonu sonunda ve izlem sonunda OAB, KAH, QRS siiresi ve QT aralig1 kaydedildi.

10 dakika 15 dakika 15 dakika 45 dakika
Cerrahi Stabilizasyon Grup 1: Dekstroz infiizyonu izlem
Islemler (%5, 0.05 mi/kg/dk; n=7)

Grup 2: HPBCD infiizyonu
(16.76 mg/kg/dk, 0.05 ml/kg/dk; n=6)

e ———— 60 dakika----------------------- >

Sekil 4. Birinci protokol i¢in akis semasi. HPBCD, 2-hidroksipropil-beta-siklodekstrin.

VILE.2. ikinci Protokol: Amitriptilin Zehirlenmesi Modelinde Olusan Kardiyovaskiiler
Bulgular Uzerine HPBCD'nin EtKisi

Bu protokol ile HPBCD'in amitriptilin zehirlenmesi modelinde olusan kardiyovaskiiler
toksik etkiler {izerine etkisi arastirildi. Daha 6nceki in vivo arastirmalarda, amitriptilin HCI'nin
ortalama 10-15 dakika i¢inde OAB'de %50 diisme yapan infiizyon dozu 0.94 mg/kg/dk olarak
bulunmustur (59). Bu ¢alismada da amitriptilin zehirlenme modeli olusturmak i¢in ayni doz
kullan1ldi. HPBCD dozu, amitriptilin HCI dozuna goére 1:1 (her amitriptilin molekiilii igin bir
HPBCD molekiilii) ve 1:4 (her amitriptilin molekiilii i¢in dért HPBCD molekiilii) molar orana
karsilik gelecek sekilde sirasiyla 4.19 ve 16.76 mg/kg/dk olarak belirlendi. Sicanlara
uygulanan inflizyon hacminin yiiksek olmamasi i¢in kullanilan en yiiksek HPBCD dozu,

amitriptilin HCI dozuna gore 1:4 molar orana karsilik gelecek sekilde sinirlandirildi.
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Toplam 20 adet si¢an ii¢ gruba ayrilarak cerrahi islem uygulandi (amitriptilin infiizyonu i¢in

sol eksternal juguler ven, dekstroz ya da HPBCD infiizyonu i¢in sol femoral ven kaniile

edildi) ve stabilizasyondan sonra sicanlara 0.94 mg/kg/dk infiizyon dozunda amitriptilin

uygulandi. Baslangic OAB'de yaklasik %50 diisme goriildiigiinde amitriptilin infiizyonu

kesildi ve hemen ardindan %5 dekstroz (n=6), diisiik doz HPBCD (HPBCD 1:1 grubu, 4.19

mg/kg/dk; n=7) ya da yiiksek doz HPBCD (HPBCD 1:4 grubu, 16.76 mg/kg/dk; n=7)

infiizyonu baslanarak amitriptilin inflizyonu siiresi ile ayni siire boyunca infiizyona devam

edildi. Amitriptilin infiizyonu baslangicindan itibaren toplam siire 60 dakika olacak sekilde

izleme devam edildi (Sekil 5). Stabilizasyon sonunda (baslangi¢), amitriptilin inflizyonu

sonunda, dekstroz veya HPBCD infiizyonu sonunda ve izlem sonunda OAB, KAH, QRS

stiresi ve QT aralig1 kaydedildi.

10 dakika 15 dakika 10-15 dakika

10-15 dakika"

30-40 dakika

Cerrahi | Stabilizasyon Amitriptilin
Islemler infiizyonu

(0.94 mg/kg/dk,
0.05 ml/kg/dk)

Grup 1: Dekstroz
infiizyonu
(%5, 0.05 ml/kg/dk; n=6)

Grup 2: HPBCD
infiizyonu
(4.19 mg/kg/dk, 0.05
ml/kg/dk; n=7)

Grup 3: HPBCD
infiizyonu
(16.76 mg/kg/dk, 0.05
ml/kg/dk; n=7)

izlem

------- 60 dakika -------------

Sekil 5. Ikinci protokol icin akis semast. ~Esit siire boyunca. HPBCD, 2-hidroksipropil-beta-

siklodekstrin.
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VILF. HISTOLOJIiK INCELEME

Deney esnasinda dlen ya da izlem siiresinin tamamlanmasindan sonra hala genel anestezi
altindaki sicanlarin torakslar1 agilarak kalpleri ¢ikarildi ve histokimyasal incelemeler icin
%10’luk formolde 24-48 saat bekletilerek fikse edildi. Daha sonra fiksatifin uzaklastirilmasi
amactyla 1 gece akarsu altinda yikandi. Dehidratasyon amaciyla sirasiyla %70, %80 ve
%9611k etil alkol serilerinde 20’ser dakika; ardindan 4 farkli aseton serisinde 20’ser dakika
tutuldu. Seffaflagtirma amaciyla 30’ar dakika iki farkli ksilene tabi tutuldu. 1’er saatlik 2 kez
yumusak parafin ile immersiyonu saglandiktan sonra dokular sert parafin bloklar igerisine
gomiildi. Rotary mikrotom (RM 2255, Leica) araciligi ile 5um kalinliginda Kesitler alindi

(Tablo 1).

Tablo 1: Doku takip protokolii.

Islem Uygulama Siire
Fiksasyon %10’luk formol 24-48 saat
Fiksatiften Uzaklagtirma Akarsu 1 gece
Dehidratasyon %70-80-96’11k alkol 20’ser dakika
Post Fiksasyon Aseton 1-2-3-4 20’ser dakika
Seffaflandirma Ksilen 1-2 30’ar dakika

Yumusak parafin 1-2 1’er saat
Bloklama Sert parafin

VII.F.1. Hematoksilen-Eozin Boyamasi

Alinan kesitler deparafinizasyon islemi i¢in 1 gece 60°C’lik etiivde tutuldu. Ardindan ilki 20
dakika (etiivde) diger ikisi 10’ar dakikalik ii¢ farkli ksilene tabi tutuldu. Daha sonra
dehidratasyon islemi i¢in 5 degisim azalan alkol serilerinden gecirildi, kesitler distile su ile
calkalandiktan sonra 10 dakika hematoksilen (01562E, Surgipath, Cambridgeshire, Ingiltere)

ile boyandi. Boyamanin ardindan, boyanin fazlasinin dokudan uzaklastirilmasi icin 10 dakika
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akarsuda yikanan kesitler, 2 dakika eozin (01602E, Surgipath, Cambridgeshire, ingiltere)

boyasi ile boyandi. Boyamadan sonra sirasiyla %70,%80, %96 ve 2 seri absolii alkolden

gegirilen kesitler seffaflastirma amaciyla 20’ser dakika {i¢ degisim ksilende tutulduktan sonra

entellan (UN 1866, Merck, Darmstadt, Almanya) ile kapatildi (Tablo 2).

Tablo 2: Hematoksilen-Eozin boyama protokolii.

Islem Uygulama Siire
Deparafinizasyon 60°C etlivde 30 dakika
Deparafinizasyon Ksilen 1 (etiivde) 20 dakika
Deparafinizasyon Ksilen 2 (oda 1sisinda) 10 dakika
Deparafinizasyon Ksilen 3 (oda 1s1sinda) 10 dakika
Rehidratasyon %100’ ik alkol Calkalama
Rehidratasyon %100’liik alkol Calkalama
Rehidratasyon %96’l1k alkol Calkalama
Rehidratasyon %80’1ik alkol Calkalama
Rehidratasyon %70’1ik alkol Calkalama
Yikama Distile Su Calkalama
Boyama Hematoksilen 10 dakika
Yikama Akarsu 10 dakika
Boyama Eozin 2 dakika
Yikama %70-80-96-100-100’lLik alkol Calkalama
Seffaflastirma Ksilen 1 20 dakika
Seffaflastirma Ksilen 2 20 dakika
Seffaflastirma Ksilen 3 20 dakika
Kapama Entellan

33



VIIL.F.2. Masson Trikrom Boyamasi

Deparafinizasyon i¢in 1 gece 60°C’lik etiivde bekletilen kesitler {i¢ farkli ksilende tutuldu.
Daha sonra azalan alkol serilerinden geciridi. Distile suda calkalandiktan sonra Masson
trikrom boyama seti (2049 GBL, Istanbul, Tiirkiye) igerisinden dokular iizerine 4 damla
weigert hematoksilen boyasi ile 4 damla ferrik kloriir ¢ozeltisi damlatildi ve 10 dakika
bekletildi. Distile su ile yikandiktan sonra kesitlere uygulanan 2 damla asit-alkol ¢ozeltisi 4
dakika sonra uzaklastirildi. Ardindan 2 damla ponceau asit fuksin azofloksin c¢ozeltisi
dokunun iizerini tamamen kaplayacak sekilde uygulandi. Dort dakika bekletilen kesitler
distile su ile yikandi. Daha sonra 2 damla fosfomolibdik asit turuncu G boyasi ile 10 dakika
muamele edildikten sonra uzaklastirildi ve 8 damla acik yesil boya ile 5 dakika boyandi.
Boyamanin ardindan distile su ile yikanan kesitler artan alkol serilerinden gecirildi. Ksilen ile

seffaflastirma yapildiktan sonra entellan ile kapatildi (Tablo 3).

VI1.F.3. Aktive Kaspaz-3 Boyamasi

Alman kesitler oncelikle 60 °C’lik etiivde 1 gece bekletildi. Daha sonra seffaflastirma
amactyla 30'ar dakika ti¢ degisim ksilole tabi tutuldu. Azalan alkol serilerinden gegirilip
distile suda calkalandi. Suyu uzaklastirilan dokularin etrafi pappen ile ¢izildi. Ardindan
dokular 15 dakika 37°C de tripsin ile muamele edildi. 3 kez fosfat tamponlu salin ile yikanan
kesitler 10 dakika hidrojen peroksit ile oda 1sisinda muamele edildi. Tekrar fosfat tamponlu
salin ile yikama yapildi ve 1 saat bloklama soliisyonu (TA125-UB, Lab Vision, CA, ABD) ile
bekletildi. Primer antikor olan rat spesifik anti-aktive kaspaz-3antikoru (1:100; Bios,
1932R,Rb aVit) ile + 4 °C’ de 1 gece bekletildi. Ertesi giin fosfat tamponlu salin ile yapilan

yikamadan sonra biotin-streptavidin hidrojenperoksidaz ikincil antikoru (85-9043 Zymed
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Tablo 3: Masson trikrom boyama protokolii.

Islem Uygulama Siire
Deparafinizasyon 60°C etiivde 1 gece
Deparafinizasyon Ksilen 1 (etiivde) 30 dakika
Deparafinizasyon Ksilen 2 (oda Isisinda) 20 dakika
Deparafinizasyon Ksilen 3 (oda Isisinda) 20 dakika
Rehidratasyon %100’ Lik alkol Calkalama
Rehidratasyon %100’ lik alkol Calkalama
Rehidratasyon %9611k alkol Calkalama
Rehidratasyon %80’lik alkol Calkalama
Rehidratasyon %70’1ik alkol Calkalama
Yikama Distile su Calkalama
Boyama No:1 + No:2 soliisyonu 10 dakika
Yikama Distile su Calkalama
Boyama No:3 4 dakika
Boyama No:4 4 dakika
Yikama Distile su Calkalama
Boyama No:5 10 dakika
Boyama No:6 5 dakika
Yikama Distile su Calkalama
Dehidratasyon %70-80-96-100-100’1iik alkoller Calkalama
Seffaflastirma Ksilen 1 20 dakika
Seffaflastirma Ksilen 2 20 dakika
Seffaflastirma Ksilen 3 20 dakika
Kapama Entellan

Histostain Kit, San Francisco, ABD) ile 30 dakika bekletildi. Yine fosfat tamponlu salin ile

yikanan kesitler

olusturulan

immunohistokimyasal

reaksiyonu saptamak

amaciyla

diaminobenzidin ile muamele edildi. Distile su ile yikanan kesitlere Mayer hematoksilen ile
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artalan boyamasi saglandiktan sonra akarsu ile yikandi. Artan alkol ve ksilol serilerinden

gegirildikten sonra entellan (UN 1866, Merck, Darmstadt, Almanya) ile kapatildi.

VII.F.4. Kalp Dokusunun Histomorfolojik Degerlendirmesi

Boyanan kalp dokusu kesitleri, deney gruplarina kor iki histolog tarafindan degerlendirildi.
Isik mikroskobu (BX-50, Olympus, Japonya) ile her kalp i¢in en az 30 adet alan incelendi ve
yiksek ¢oziinirliklii fotograflar alindi (DP-71, Olympus, Japonya). Fotograflar, digital
goriintli analiz programi (Image tool v3.0, UTSCSA, ABD) ile analiz edildi. Hematoksilen-
eozin ve Masson trikrom boyamalarinda kalp dokusundaki yapisal degisiklikler, miyofibril
diizenlenmesindeki  bozukluklar, vakuolizasyon, mononiikleer hiicre infiltrasyonu,
vazodilatasyon, eritrosit ekstravazasyonu, interstisyel alandaki yapisal degisiklikler
degerlendirildi ve alanlar hasar yoniinden semikantitatif olarak skorland1 (O=hi¢ hasar yok, 1=
az derecede hasar var, 2= orta derecede hasar var, 3= yogun olarak hasar var) (60).Aktive
kaspaz-3 boyamasinda kalp dokusunun ¢ farkli bolgesinde en az 10 ayr1 alanda
semikantitatif olarak skorlama yapildi (0= pozitif boyanma yok, 1= ¢ok az pozitif boyanma
var, 2= 1 ve 3 aras1 pozitif boyanma var, 3= goriintiiniin genelinde giiclii pozitif boyanma

var).

VILG. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Kardiyak parametrelerin istatistiksel analizinde baslangi¢ ani i¢in 6l¢iim degerleri, diger anlar
icin baglangica gore ylizde degerler kullanildi. Grup i¢i karsilastirmalarda Bonferroni
diizeltmeli, bagimli grupta Student'in t testi, iki grup arasindaki karsilastirmalarda bagimsiz
gruplarda Student'in t testi, lic grup arasindaki karsilagtirmalarda varyans analizi (ANOVA)

ve anlamlilik goriilmesi durumunda Tukey-Kramer coklu karsilastirma testleri kullanildi.
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Yasam siirelerinin karsilagtirilmasi i¢in Kaplan-Meier prosediirii ve log-rank testi kullanildi.
Histolojik verilerin istatistiksel analizinde iki grup arasindaki karsilagtirmalarda Mann-
Whitney U testi, ti¢ grup arasindaki karsilastirmalarda Kruskal-Wallis testi ve anlamlilik
goriilmesi durumunda Bonferroni diizeltmeli Mann-Whitney U testi kullanildi. Analizler,
GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, ABD) programi ile yapildi. Tim veriler
ortalama+standart hata olarak gosterildi. Calismada istatistiksel anlamlilik diizeyi Bonferroni
diizeltmeli testlerde birinci protokol i¢in p<0.025, ikinci protokol i¢in p<0.0167, diger testler

i¢in p<0.05 kabul edildi.
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Viil. BULGULAR

Aragtirmada kullanilan sigcanlarin agirliklar1t 324.0+4.1 g idi. Her iki deney protokoliinde

gruplardaki si¢an agirliklari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi (p>0.05).

VIILA. BIRINCi PROTOKOL: HPBCD'NIN KARDIYOVASKULER ETKISI
VIIL.A.1. Gruplarin Baslangi¢ Degerleri
Gruplarin baglangi¢ ortalama arteriyel kan basincit (OAB), kalp atim hizi (KAH), QRS siiresi

ve QT aralign karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi (p>0.05)

(Tablo 4).

VII1.A.2. Ortalama Arteriyel Kan Basinc1 Degisimleri

Dekstroz uygulanan grubun infiizyon sonu ve izlem sonu OAB'sinde baslangica goére
istatistiksel olarak anlamli bir farkliik goriilmedi (p>0.025). 2-hidroksipropil-beta-
siklodekstrin (HPBCD) uygulanan grubun yalniz izlem sonu OAB’sinde baslangica goére
istatistiksel olarak anlamli azalma saptandi (p<0.01). Dekstroz ve HPBCD infiizyonlarinin
OAB iizerine etkileri karsilastirildiginda deney boyunca gruplar arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir farklilik gériilmedi (p>0.05) (Tablo 4, Sekil 6).

VIIL.A.3. Kalp Atim Hiz1 Degisimleri
Dekstroz uygulanan grubun yalniz izlem sonu KAH’sinde baslangica gore istatistiksel olarak
anlamli azalma saptandi (p<0.01). HPBCD uygulanan grubun yalniz infiizyon sonu

KAH’sinde baslangica gore istatistiksel olarak anlamli azalma saptandi (p<0.025). Dekstroz
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ve HPBCD infiizyonlarinin KAH f{izerine etkileri karsilastirildiginda deney boyunca gruplar

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik goriilmedi (p>0.05) (Tablo 4, Sekil 7).

VIIL.A.4. QRS Siiresi Degisimleri
Dekstroz ve HPBCD gruplarinin QRS siiresi, deney boyunca grup i¢i ve gruplararasi
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik géstermedi (sirasiyla p>0.025 ve p>0.05) (Tablo 4,

Sekil 8).

VIIL.A.S. QT Arahg Degisimleri
Dekstroz ve HPBCD gruplarinin QT araligi, deney boyunca grup igi ve gruplararasi
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gostermedi (sirasiyla p>0.025 ve p>0.05) (Tablo 4,

Sekil 9).

VIIL.A.6. Sagkalim

Iki gruptaki tiim sicanlar izlem sonuna kadar yasadi.

VIII1.A.7. Histolojik Degisimler

Dekstroz ve HPBCD gruplarina ait hematoksilen-eozin ve Masson trikrom ile boyanmis kalp
kesitlerinde, miyofibril diizenlenmesinde bozukluk, miyofibril hasar1, vazodilatasyon, eritrosit
ekstravazasyonu, interstisyel alandaki yapisal degisiklikler ve kollajen miktarinda artis
olmadig1 gbzlendi. Hematoksilen-eozin ve aktive kaspaz-3 boyamalarinda dekstroz grubunun
(n=7) skorlar1 sirasiyla 0.3£0.2 ve 1.0+0.0, HPBCD grubunun (n=6) skorlar1 ise sirasiyla
0.5+0.2 ve 1.0+0.0 olarak Ol¢iildii. Her iki boyamada da gruplar arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir farklihik goriilmedi (her iki karsilastirma i¢in p>0.05) (Resim 3).
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Tablo 4. Deney protokolii 1: 2-hidroksipropil-beta-siklodekstrinin kardiyovaskiiler parametreler lizerine etkisi.

Baslangig % Cevap | Dekstroz/HPBCD % Cevap Izlem sonu % Cevap
inflizyonu sonu

OAB (mmHg)

Dekstroz grubu  118.1+4.9 100.0 115.6+4.7 98.0+1.9 112.6£3.0 95.8+2.7

HPBCD grubu  129.4+1.6 100.0 125.542.9 97.0+1.3 124.0+2.1 95.9+0.92"
KAH (atim/dk)

Dekstroz grubu  400.3+9.7 100.0 389.7+8.2 97.4+0.9 378.6+12.1 94.5+1.0"

HPBCD grubu 397.8+6.7 100.0 382.3+£7.2 96.1+1.0" 375.8+10.1 94.5£1.9
QRS siiresi (ms)

Dekstroz grubu 15.6+0.4 100.0 15.3+£0.2 98.5+3.2 15.8+0.3 101.2+£3.3

HPBCD grubu 16.4+0.5 100.0 16.3+0.2 99.743.8 16.0+0.2 98.1+3.1
QT aralig1 (ms)

Dekstroz grubu 24.7+0.5 100.0 24.1+£0.3 97.8+1.6 24.6+0.4 99.6+1.2

HPBCD grubu 24.3+0.6 100.0 24.3+0.2 100.3£2.6 24.1+0.4 99.2+2 4

p<0.025, “p<0.01; Bonferroni diizeltmeli Student'mn t testi ile baslangica gére grup i¢i degerlerin karsilastirilmasinda anlamlihig:
gosteriyor. Tiim olgtimler i¢in dekstroz grubu n=7, HPBCD grubu n=6. OAB: ortalama arteriyel kan basinci; KAH: kalp atim hiz;
HPBCD: 2-hidroksipropil-beta-siklodekstrin.
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Dekstroz/HPBCD
inflizyonu sonu

Baslangig jzlem sonu

Sekil 6. Deney protokolii 1: 2-hidroksipropil-beta-siklodekstrinin ortalama arteriyel kan
basinct iizerine etkisi. Tiim Sl¢iimler i¢in dekstroz grubu n=7, HPBCD grubu n=6. "~ p<0.01;
Bonferroni diizeltmeli Student'in t testi ile baglangica gore grup i¢i karsilagtirmada anlamlilig
gosteriyor. HPBCD: 2-hidroksipropil-beta-siklodekstrin.

120
] Dekstroz

1004 = - Il HPBCD

Kalp Attim Hizi (%)
=

L ]
Dekstroz/HPBCD izlem sonu

Baslangic At
inflizyonu sonu

Sekil 7. Deney protokolii 1: 2-hidroksipropil-beta-siklodekstrinin kalp atim hiz1 lizerine

etkisi. Tiim dlciimler i¢in dekstroz grubu n=7, HPBCD grubu n=6. p<0.025, ~p<0.01;

Bonferroni diizeltmeli Student'in t testi ile baslangica gore grup ici karsilagtirmada anlamliligt

gosteriyor. HPBCD: 2-hidroksipropil-beta-siklodekstrin.
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Sekil 8. Deney protokolii 1: 2-hidroksipropil-beta-siklodekstrinin QRS siiresi {izerine etkisi.
Tiim 6l¢timler i¢in dekstroz grubu n=7, HPBCD grubu n=6. HPBCD: 2-hidroksipropil-beta-
siklodekstrin.
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Sekil 9. Deney protokolii 1: 2-hidroksipropil-beta-siklodekstrinin QT aralig1 {izerine etkisi.
Tiim 6l¢timler i¢in dekstroz grubu n=7, HPBCD grubu n=6. HPBCD: 2-hidroksipropil-beta-
siklodekstrin.
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Dekstroz

Hematoksilen-Eozin

Masson Trikrom

Aktive Kaspaz-3

Resim 3. Deney protokolii 1: Dekstroz ve 2-hidroksipropil-beta-siklodekstrin grubuna ait kalp
dokusu histolojik kesitleri. x100 biiyiitme. Bar, 20 um.
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VIIL.B. iKiINCIi PROTOKOL: AMITRIPTILIN ZEHIRLENMESI MODELINDE

OLUSAN KARDIYOVASKULER BULGULAR UZERINE HPBCD'NIN ETKISI

VIILB.1. Gruplarin Baslangic Degerleri, Amitriptilin infiizyon Siireleri

Gruplarin baslangic OAB, KAH, QRS siiresi ve QT aralig1 karsilastirildiginda istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunmadi (p>0.05) (Tablo 5). Baslangic OAB'de yaklasik %50 diisiis
goriilene dek uygulanan amitriptilin inflizyonu siiresi dekstroz, HPBCD 1:1 ve HPBCD 1:4
gruplarinda sirasiyla 8.4+1.8, 8.1+£1.6 ve 9.1+1.4 dakikaydi. Gruplarin amitriptilin inflizyonu

stirelerinde istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gériilmedi (p>0.05).

VIIL.B.2. Ortalama Arteriyel Kan Basinci Degisimleri

Amitriptilin inflizyonu, tiim gruplarda OAB’de baslangica gore istatistiksel olarak anlamli
azalma olusturdu (tiim gruplarda p<0.001) (Tablo 5). Amitriptilin infiizyonu sonras1 OAB’de
olusan azalmada gruplararasi istatistiksel olarak anlamli bir farklilik goriilmedi (p>0.05)

(Tablo 5 ve Sekil 10).

Amitriptilin inflizyonundan sonra baglanan dekstroz, HPBCD 1:1 ya da HPBCD 1:4
infiizyonlar1 sonunda OAB’de baglangica gore istatistiksel olarak anlamli bir azalma saptandi
(sirastyla p<0.01, p<0.001 ve p<0.001) (Tablo 5). Izlem sonunda OAB’de, dekstroz ve
HPBCD 1:4 grubunda bagslangica gore istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gériilmezken,
HPBCD 1:1 grubunda baslangica gore istatistiksel olarak anlamli bir azalma saptandi

(sirasiyla p>0.0167, p>0.0167 ve p<0.0167) (Tablo 5 ve Sekil 10).
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Amitriptilin infliizyonundan sonra baslanan dekstroz, HPBCD 1:1 ya da HPBCD 1:4
infiizyonlarinin  OAB {izerine etkileri karsilastirlldiginda deney boyunca gruplararasi

istatistiksel olarak anlamli bir farklilik goriilmedi (p>0.05) (Tablo 5 ve Sekil 10).

VIIIL.B.3. Kalp Atim Hiz1 Degisimleri

Amitriptilin inflizyonu, tim gruplarda KAH’de baslangica gore istatistiksel olarak anlamli
azalma olusturdu (sirasiyla p<0.0167, p<0.01 ve p<0.0167) (Tablo 5). Amitriptilin infiizyonu
sonrast KAH’de olusan azalmada, gruplararasi istatistiksel olarak anlamli bir farklilik

goriilmedi (p>0.05) (Tablo 5 ve Sekil 11).

Amitriptilin infiizyonundan sonra baglanan dekstroz, HPBCD 1:1 ya da HPBCD 1:4
infiizyonlar1 sonunda KAH’de baslangica gore istatistiksel olarak anlamli bir azalma saptandi
(tim gruplarda p<0.01) (Tablo 5). izlem sonunda KAH degerlerinde baslangica gore
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik goriilmedi (tim gruplarda p>0.0167) (Tablo 5 ve Sekil

11).

Amitriptilin infiizyonundan sonra baglanan dekstroz, HPBCD 1:1 ya da HPBCD 1:4

infiizyonlarimin  KAH iizerine etkileri karsilagtirildiginda deney boyunca gruplararasi

istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gériilmedi (p>0.05) (Tablo 5 ve Sekil 11).
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VIIL.B.4. QRS Siiresi Degisimleri

Amitriptilin inflizyonu, tim gruplarda QRS siiresinde baglangica gore istatistiksel olarak
anlamli uzama olusturdu (sirasiyla p<0.0167, p<0.0167 ve p<0.01) (Tablo 5). Amitriptilin
inflizyonu sonrast QRS siiresinde olusan uzamada, gruplararasi istatistiksel olarak anlamli bir

farklilik gériilmedi (p>0.05) (Tablo 5 ve Sekil 12).

Amitriptilin inflizyonundan sonra bagslanan dekstroz ve HPBCD 1:1 infiizyonlar1 sonunda
QRS siiresinde baglangica gore istatistiksel olarak anlamli bir farklilik goriilmezken HPBCD
1:4 inflizyonu sonunda QRS siiresinde baslangica gore istatistiksel olarak anlamli bir uzama
saptandi1 (sirasiyla p>0.0167, p>0.0167 ve p<0.0167) (Tablo 5). Gruplarin izlem sonu QRS
stirelerinde baslangica gore istatistiksel olarak anlamli bir farklilik goriilmedi (tiim gruplarda

p>0.0167) (Tablo 5 ve Sekil 12).

Amitriptilin infiizyonundan sonra baglanan dekstroz, HPBCD 1:1 ya da HPBCD 1:4
infiizyonlariin QRS siiresi {lizerine etkileri karsilastirildiginda deney boyunca gruplararasi

istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gériilmedi (p>0.05) (Tablo 5 ve Sekil 12).

VIILB.5. QT Arahigi Degisimleri

Amitriptilin inflizyonu, tim gruplarin QT araliinda baslangica gore istatistiksel olarak
anlamli uzama olusturdu (tiim gruplarda p<0.0167) (Tablo 5). Amitriptilin inflizyonu sonrasi
QT araliginda olusan uzamada, gruplararasi istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gériilmedi

(p>0.05) (Tablo 5 ve Sekil 13).
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Amitriptilin inflizyonundan sonra baglanan dekstroz, HPBCD 1:1 ve HPBCD 1:4 inflizyonlar
sonu ve izlem sonu QT aralifinda baslangica gore istatistiksel olarak anlamli bir farklilik

goriilmedi (tiim gruplarda p>0.0167) (Tablo 5 ve Sekil 13).

Amitriptilin infliizyonundan sonra baslanan dekstroz, HPBCD 1:1 ya da HPBCD 1:4
infiizyonlarimin QT aralig1 iizerine etkileri karsilastirildiginda deney boyunca gruplararasi

istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gériilmedi (p>0.05) (Tablo 5 ve Sekil 13).

VIIIL.B.6. Sagkahim

Dekstroz grubunda 1 si¢an (%16.7) amitriptilin inflizyonu baglangicindan 31.0 dakika sonra,
HPBCD 1:4 grubunda 1 sigan (%14.3) ise amitriptilin inflizyonu baslangicindan 54.3 dakika
sonra 6ldii. HPBCD 1:1 grubundaki tiim siganlar izlem sonuna kadar yasadi. Gruplarin

sagkalim oranlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik gériilmedi (p>0.05).

VIIL.B.7. Histolojik Degisimler

Dekstroz ve HPBCD 1:1 gruplarina ait hematoksilen-eozin ve Masson trikrom ile boyanmis
kalp kesitlerinde, bazi bolgelerde az miktarda miyofibril diizenlenmesinde bozukluk,
miyofibril hasar1 ve az oranda mononiikleer hiicre infiltrasyonu goriildi. HPBCD 1:4
grubunda ise az miktarda miyofibril diizenlenmesinde bozukluk ve az oranda mononiikleer
hiicre infiltrasyonu izlendi. Vazodilatasyon, eritrosit ekstravazasyonu, interstisyel alandaki
yapisal degisiklikler ve kollajen miktarinda artis olmadigr gozlendi (Resim 4-6).
Hematoksilen-eozin ve aktive kaspaz-3 boyamalarinda dekstroz grubunun (n=5) skorlari
sirastyla 1.0£0.0 ve 1.4+0.2, HPBCD 1:1 grubunun (n=7) skorlar1 sirasiyla 1.0+0.0 ve

1.3+0.5, HPBCD 1:4 grubunun skorlar1 ise sirastyla 1.0+0.0 ve 1.3+0.2 olarak odlgiildii. Her
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iki boyamada da gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik goriilmedi (her iki
karsilastirma i¢in p>0.05) (Resim 4-6).Birinci protokolde yalnizca dekstroz uygulanan grup
ile karsilastirildiginda, amitriptilin zehirlenmesi modelinde miyofibril diizenlenmesinde
bozukluk ve miyofibril hasar1 gelisimi yoniinde istatistiksel olarak anlamli olmayan bir trend
saptand1 (p>0.05). Aktive kaspaz-3 boyanma skorlarinda ise farklilik ag¢isindan benzer bir

trend saptanmadi.
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Tablo 5. Deney protokolii 2: Amitriptilini takiben infiize edilen 2-hidroksipropil-beta-siklodekstrinin kardiyovaskiiler parametreler tizerine

etkisi.
Baglangic % Cevap Amitriptilin % Cevap | Dekstroz/HPBCD % Cevap Izlem sonu % Cevap
inflizyonu sonu inflizyonu sonu
OAB (mmHg)
Dekstroz grubu 105.7+5.7 100.0 54.3+4.6 51.243.0° 71.8+7.3 66.946.0° | 99.6£3.70  92.5+2.9
HPBCD 1:1grubu  116.2+7.7 100.0 59.5+5.5 51.142.6 69.3+9.4 59.0£6.27 | 97.146.0  84.4+4.4
HPBCD 1:4 grubu  110.2+5.7 100.0 60.8+3.8 5514137 75.4+6.5 68.4+4.97" | 100.745.9  93.1+4.8
KAH (atim/dk)
Dekstroz grubu 413.0+£18.0  100.0 353.2+5.1 86.3+3.8 327.8426.5 78.9+3.57 | 341.2433.1  82.9+4.3
HPBCD 1:1grubu  417.3+12.8  100.0 364.7+16.8 87.742.9™ 352.7+14.3 84.9+3.8” | 373.6+25.6  89.5+5.1
HPBCD 1:4grubu  393.6£143  100.0 334.4427.3 85.2+4.5 322.7424.8 81.6+4.17 | 37824214  94.8+3.1
QRS siiresi (ms)
Dekstroz grubu 14.2+0.6 100.0 17.1+0.6 120.9+5.7" 14.6+0.8 103.246.3 14.1£0.6  101.9+7.0
HPBCD 1:1 grubu 15.5+0.4 100.0 17.4+0.6 113.243.7" 15.0+0.4 96.7+3.0 14.1£1.0  91.246.5
HPBCD 1:4 grubu 16.1+0.4 100.0 17.440.5 109.242.37 17.440.5 108.242.4" | 15.6+0.8  96.9+5.3
QT aralig1 (ms)
Dekstroz grubu 23.9+1.3 100.0 26.0+1.2 108.142.3 24.1+0.6 102.6£7.1 | 227409  97.7+58
HPBCD 1:1grubu  27.0£0.9 100.0 29.1+0.9 107.8+2.3 26.3+1.5 97.3+4.7 254+1.0  94.9+55
HPBCD 1:4grubu  26.8£0.4 100.0 30.1+1.3 112.0£3.6° 27.8+1.5 103.845.2 | 262+0.7  97.843.4

"p<0.0167, " p<0.01, " p<0.001; Bonferroni diizeltmeli Student'm t testi ile baslangica gére grup i¢i karsilastirmada anlamlilig1 gdsteriyor.

Dekstroz grubu n=6 (izlem sonu n=5), HPBCD 1:1 grubu n=7; HPBCD 1:4 grubu n=7 (izlem sonu n=6). OAB: ortalama arteriyel kan

basinci; KAH: kalp atim hizi; HPBCD: 2-hidroksipropil-beta-siklodekstrin.
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Sekil 10. Deney protokolii 2: Amitriptilini takiben inflize edilen 2-hidroksipropil-beta-
siklodekstrinin ortalama arteriyel kan basinci iizerine etkisi. - p<0.0167, " p<0.01, * p<0.001;
Bonferroni diizeltmeli Student'in t testi ile grup i¢i karsilastirmada anlamlilig1 gosteriyor.
Dekstroz grubu n=6 (izlem sonu n=5), HPBCD 1:1 grubu n=7; HPBCD 1:4 grubu n=7 (izlem
sonu n=6). HPBCD: 2-hidroksipropil-beta-siklodekstrin.
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Sekil 11. Deney protokolii 2: Amitriptilini takiben infiize edilen 2-hidroksipropil-beta-
siklodekstrinin kalp atim hizi iizerine etkisi. ~p<0.0167, " p<0.01; Bonferroni diizeltmeli
Student'mn t testi ile grup i¢i karsilagtirmada anlamlilig1 gosteriyor. Dekstroz grubu n=6 (izlem
sonu n=5), HPBCD 1:1 grubu n=7; HPBCD 1:4 grubu n=7 (izlem sonu n=6). HPBCD: 2-
hidroksipropil-beta-siklodekstrin.
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Sekil 12. Deney protokolii 2: Amitriptilini takiben inflize edilen 2-hidroksipropil-beta-
siklodekstrinin QRS siiresi iizerine etkisi. ~ p<0.0167, T p<0.01; Bonferroni diizeltmeli
Student'in t testi ile grup i¢i karsilastirmada anlamlilig1 gdsteriyor. Dekstroz grubu n=6 (izlem
sonu n=5), HPBCD 1:1 grubu n=7; HPBCD 1:4 grubu n=7 (izlem sonu n=6). HPBCD: 2-
hidroksipropil-beta-siklodekstrin.
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Sekil 13. Deney protokolii 2: Amitriptilini takiben infiize edilen 2-hidroksipropil-beta-
siklodekstrinin QT aralig1 iizerine etkisi. ~p<0.0167; Bonferroni diizeltmeli Student'm t testi
ile grup i¢i karsilastirmada anlamlilig1 gosteriyor. Dekstroz grubu n=6 (izlem sonu n=5),
HPBCD 1:1 grubu n=7; HPBCD 1:4 grubu n=7 (izlem sonu n=6). HPBCD: 2-hidroksipropil-
beta-siklodekstrin.
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Dekstroz

HPBCD 1:1

HPBCD 1:4

Resim 4. Deney protokolii 2: Dekstroz, HPBCD 1:1 ve HPBCD 1:4 gruplarina ait kalp
dokusu histolojik kesitleri. Hematoksilen-eozin boyamasi. Oklar: mononiikleer hiicre
infiltrasyonu, myh: miyofibril hasari, HPBCD: 2-hidroksipropil-beta-siklodekstrin. x100
biiyiitme. Bar, 20 um.
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Dekstroz

HPBCD 1:1

HPBCD 1:4

Resim 5. Deney protokolii 2: Dekstroz, HPBCD 1:1 ve HPBCD 1:4 gruplarina ait kalp
dokusu histolojik kesitleri. Masson trikrom boyamasi. Bag dokusunda artis ya da fibrozis
goriilmemektedir. HPBCD: 2-hidroksipropil-beta-siklodekstrin. x100 biiyiitme. Bar, 20 um.
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HPBCD 1:1

HPBCD 1:4
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Resim 6. Deney protokolii 2: Dekstroz, HPBCD 1:1 ve HPBCD 1:4 gruplarina ait kalp
dokusu histolojik kesitleri. Aktive kaspaz-3 boyamasi. Oklar: Anti-aktive kaspaz-3 ile
immunohistokimyasal olarak boyanan kardiyomiyositler, HPBCD: 2-hidroksipropil-beta-
siklodekstrin. x100 biiyiitme. Bar, 20 um.
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IX. TARTISMA

Calismamizin amaci, sigcanlarda amitriptilin ile olusturulan kardiyovaskiiler toksik
etkilerin  geri  dondirilmesinde  2-hidroksipropil-beta-siklodekstrinin ~ (HPBCD)
etkililiginin arastirilmasidir. HPBCD'nin kardiyovaskiiler etkileri birinci protokolde
saglikli sicanlarda, ikinci protokolde ise amitriptilin zehirlenmesi olusturulan sigan

modelinde degerlendirildi.

Birinci protokolde saglikli siganlara uygulanan HPBCD, ortalama arteriyel kan basincinda
(OAB), kalp atim hizinda (KAH), QRS siiresinde ve QT araliginda dekstroza kiyasla
istatistiksel olarak anlamli bir fark olusturmadi. Kalp dokular1 incelendiginde, HPBCD ve
dekstroz gruplarinda, istatistiksel olarak anlamli fark gostermeyen ¢ok az miktarda hasar

ve aktive kaspaz-3 boyanmasi saptandi.

Intravendz olarak uygulanan HPBCD'in kardiyovaskiiler toksik etkilerinin
degerlendirildigi ¢alismalar incelendiginde, si¢anlarda yapilan tek ¢calismada kronik olarak
200 mg/giin dozuyla giinasir1 uygulanan HPBCD'nin kalp histolojisinde degisiklik
olusturmadig gosterilmistir (54). Bizim ¢alismamizda da klinik a¢idan anlamli oldugu
diisiiniilen kalp dokusu hasar1 ya da kardiyomiyositlerde apoptoz gelisimi goriilmemistir.
Sigcanlara uygulanan HPBCD'nin ortalama arteriyel kan basinci, kalp atim hizi, QRS
siiresi ve QT aralig1 degerlerine etkisini inceleyen bir ¢alisma bulunamadigindan antidot
olarak kullanmayi planladigimiz en yiikksek HPBCD dozu (16.76 mg/kg/dk), tahmin
edilen en uzun inflizyon stiresi (15 dakika) boyunca saglikli siganlara uyguland: (toplam

doz: 251.4 mg/kg). HPBCD, dekstroza kiyasla OAB'de, KAH'de, QRS siiresinde ve QT
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araliginda istatistiksel olarak anlamli bir fark olusturmadi ve kardiyovaskiiler toksik etki

gorilmedi.

HPBCD'min sigan dis1 tiirlerdeki kardiyovaskiiler parametrelere etkisini inceleyen
caligmalarda 800 mg/kg dozuyla uygulanan HPBCD'nin disi kdpeklerde ortalama arteriyel
kan basincinda artis yaratirken disi ve erkeklerin kalp atim hizini azalttigi, QT araligini ise
degistirmedigi gosterilmistir (53). Domuzlara 1 g/kg dozunda uygulanan HPBCD ise kalp
atim hizinda artisa ve kan basincinda diisiise neden olmustur (56). Insanlara uygulanan
HPBCD ile iliskili kardiyovaskiiler advers etki bildirilmemistir (16, 57, 58). Bu bulgularla
birlikte degerlendirildiginde, HPBCD'nin istenmeyen kardiyovaskiiler etkilerinin doza,

tiire ve cinsiyete gore degisebildigi diigtiniilmiistiir.

Ikinci protokolde uygulanan amitriptilin infiizyonu sonunda tiim gruplarda OAB ve
KAH'de istatistiksel olarak anlamli azalma gorilirken QRS siiresi ve QT araligi
istatistiksel olarak anlamli sekilde uzadi. HPBCD'nin amitriptilin zehirlenmesi modelinde
olusan OAB ve KAH azalmasi ile QRS siiresi ve QT araligi uzamasi iizerine etkisi,
dekstroza kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gostermedi. Kalp dokulari
incelendiginde tiim gruplarda, istatistiksel olarak anlamli fark gostermeyen az miktarda

hasar ve aktive kaspaz-3 boyanmasi gelistigi saptandi.

Onceki arastirmalarda Wistar sicanlarda ortalama 10-15 dakika icinde OAB'de %50
diisme yapan amitriptilin HCI inflizyon dozu 0.94 mg/kg/dk olarak belirlenmistir (59, 61-
63). Bu ¢alismalardan birinde OAB diisiisiine KAH'da istatistiksel olarak anlamli azalma

ve QRS siiresinde istatistiksel olarak anlamli uzama eslik ederken (61) diger ¢alismalarda
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yalniz QRS siiresinde istatistiksel olarak anlamli uzama gorilmistiir (59, 62, 63). Bizim
calismamizda da OAB diisiistine KAH'de istatistiksel olarak anlamli azalma ile QRS
siiresinde ve QT araliginda istatistiksel olarak anlamli uzama eslik etti. OAB'de %50
diisme goriilmesi igin gereken ortalama amitriptilin inflizyon siiresi ise tiim gruplarimizda
10 dakikanin altinda idi. Ayni sican modelinin kullanildig1 amitriptilin zehirlenmesi
caligmalarinda karsilasilan bu farklarin, deneylerde kullanilan sicanlarin cevaplarinin

dagilimindaki degiskenlige bagli oldugu sdylenebilir.

Amitriptilin zehirlenmesi hayvan modelinde kalp dokusundaki degisimleri degerlendiren
tek caligmada, siganlara tiim hayvanlarin %50’sini 6ldiiren (LD50) amitriptilin dozu
intraperitoneal olarak uygulanmis ve amitriptilin uygulamasindan 2 saat sonra ¢ikarilan
kalplerin histolojik incelemesinde kapiller dilatasyon, hemorajik alanlar ve kalplerin
%30'unda kii¢iik miyokardiyal nekroz alanlar1 gériilmistiir (64). Bizim ¢aligmamizda da 1
saatlik amitriptilin zehirlenmesi sonrasi kalp dokusunda miyofibril diizenlenmesinde
bozukluk ve miyofibril hasar1 lehine bulgular saptanmistir. Bu sonucglara gore siganlarda
ciddi amitriptilin zehirlenmesinde 1 ya da 2 saat i¢inde kalp dokusunda hasar gelismesi
beklenmektedir. Amitriptilin zehirlenmesi hayvan modelinde kardiyomiyositlerde apoptoz
gelisimini inceleyen bir calisma bulunamamigtir. Noron, fibroblast ve kardiyomiyosit
hiicre kiiltiirtinde yapilan sitotoksisite ¢alismalarinda hiicreler toksik amitriptilin
konsantrasyonlar1 (50 ya da 100 uM) ile inkiibe edilmistir. Noronlarda 4 saatlik (65),
fibroblastlarda ise 24 saatlik (66) amitriptilin inkiibasyonu sonunda hiicrelerde apoptoz
gelisimi  kontrol gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli sekilde artmistir.
Kardiyomiyositlerde 4 saatlik amitriptilin inkiibasyonu sonunda ise hiicre canlilig1 kontrol

grubuna gore istatistiksel olarak anlamli sekilde azalmistir (67). Calismamizda 1 saatlik
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amitriptilin zehirlenmesi sonrasi1 kardiyomiyositlerde az miktarda aktive kaspaz-3
boyanmasi saptanmis olup boyanma skorlari, yalnizca dekstroz uygulanan gruptaki aktive
kaspaz-3 boyanma skorlarina olduk¢a yakindir ve skorlar arasinda istatistiksel olarak
anlaml fark yoktur. Bu nedenle, kullandigimiz modelde amitriptilin zehirlenmesine bagl
olarak kardiyomiyositlerde apoptoz artis1 gelismedigi diisiiniilmiistiir. Bu durum, hayvan

modelimizdeki amitriptilin zehirlenmesi siiresinin kisa olusuna baglanabilir.

Calismamizda HPBCD'nin amitriptilin zehirlenmesi modelindeki kardiyovaskiiler etkisi
dekstroza kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gdstermedi ve bu nedenle
HPBCD  uygulamasimmin  sicanlardaki  amitriptilin ~ zehirlenmesinde  gozlenen
kardiyovaskiiler toksik etkileri diizeltecegi hipotezimiz dogrulanamadi. Farkl
sicakliklarda sulu c¢ozeltilerde iletkenligin Olciildiigii kondiiktometrik bir c¢alismada
HPBCD'nin, trisiklik antidepresanlardan aromatik yapili amitriptilin ve imipramini 1:1
oraninda baglayabildigi gosterilmistir (15, 68). Bu durum, beta siklodekstrinlerin kavite
caplar1 ve kavite hacimleri degerlendirildiginde aromatik ve heterosiklik molekiilleri
baglayabilecegi fikrini dogrulamaktadir (69). Ancak HPBCD'nin amitriptiline afinitesi, bir
gama siklodekstrin olan sugammadeksin rokiironyuma afinitesine gore yaklasik 10* kat
daha azdir (15, 43). Kobaylarda rokiironyum (12-19 nmol/kg/dakika) ile olusan
noromiiskiiler blokaj, yaklasik 1:1.7 molar orana karsilik gelen sugammadeks dozu (50
nmol/kg/dakika) uygulandiginda bir saat sonunda ortadan kalkmis ve eszamanli plazma
rokiironyum diizeyi istatistiksel olarak anlamli bigimde yiikselmistir (70). Maymunlara
uygulanan yaklasik 1:0.5 ve 1:1.2 molar orana karsilik gelen sugammadeks dozlari
(strastyla 1.0 mg/kg ve 2.5 mg/kg), rokiironyuma (500 pg/kg) baglh gelisen néromiiskiiler

blokaji serum fizyolojige gore istatistiksel olarak anlamli bi¢imde daha hizli ortadan
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kaldirmistir. Bu bulgunun, sugammadeksin rokiironyumu 6zgiil bigimde ve yiiksek afinite
ile baglamasina bagli oldugu belirtilmistir(71). Buna gére, HPBCD'nin amitriptiline
afinitesinin ve c¢alismamizda kullanilan HPBCD dozlarinin, in vivo kosullarda yeterli
baglayict etki ve kompleks olusumu i¢in diisiik kaldigi sodylenebilir. Amitriptilin
zehirlenmesinin OAB, KAH, QRS siiresi ve QT araligi iizerindeki toksik etkilerinin
gruplar arasinda benzer bigimde diizelmesi, intravenéz dekstroz ve HPBCD

infiizyonlariin damar i¢i s1vi hacmini artirict etkisine baglandi.

Siklodekstrinlerin tunikamisin (72), aldikarb (73) ve verapamil (74, 75) zehirlenmelerinde
zehirlenme sonrasi antidot olarak denendigi calismalar bulunmaktadir. Tunikamisin
zehirlenmesi modelinde, subkiitandz yolla tunikamisin uygulanan koyunlara ikinci glinden
itibaren ti¢ glin boyunca giinde iki kez intraperitoneal yolla HPBCD (100 mg/kg) verilmis
ve sagkalim oranlar1 degerlendirilmistir. HPBCD verilen ve verilmeyen koyunlarin
sagkalim oranlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir (72). Bir
karbamath insektisid olan aldikarb zehirlenmesi modelinde, oral yolla 6liimciil dozda
aldikarb uygulanan siganlara intraven6z yolla HPBCD (200 mg/kg) verilmis ve sagkalim
siireleri Ol¢lilmiistiir. Yalnmizca aldikarb uygulanan siganlar, aldikarb uygulamasindan
sonra HPBCD verilen siganlara gore daha uzun siire hayatta kalmiglardir (73). Verapamil
zehirlenmesi modelinde, intravenéz yolla verapamil uygulanan si¢anlarda ayni Yyolla
uygulanan siilfobutileter-beta-siklodekstrinin (SBE-CD, 2.25 g/kg) kalp atim hizi,
solunum hizi, apne ve asistoli gelisme siiresi lizerine etkisi degerlendirilmistir. SBE-CD
uygulanan siganlarda solunum hizi ve apne gelisme siiresinin serum fizyolojik uygulanan
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli sekilde daha kisa oldugu bulunmustur.

Sonug olarak verapamil kardiyotoksisitesinde SBE-CD’nin antidot olarak yetersiz oldugu
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rapor edilmistir (74). Verapamil zehirlenmesi modeli kullanilan bir baska c¢alismada
intravendz yolla verapamil uygulanan sicanlarda, ayni yolla uygulanan sugammadeksin
(16, 100 veya 1000 mg/kg) kalp atim hizi, solunum hizi ve asistoli gelisme siiresi {izerine
etkisi degerlendirilmistir. Serum fizyolojik uygulanan kontrol grubuna gore asistoli
gelisme siiresi, 16 mg/kg sugammadeks uygulanan siganlarda istatistiksel olarak anlamli
sekilde daha uzun bulunurken 1000 mg/kg sugammadeks uygulanan sicanlarda
istatistiksel olarak anlamli sekilde daha kisa bulunmustur. Sugammadeksin farkl
dozlarinda goriilen zit etkinin, verapamil ve sugammadeks molekiilleri arasindaki
mekanik faktorlere bagl olabilecegi belirtilmistir (75). Amitriptilin zehirlenmesi hayvan
modelinde siklodekstrinlerin antidot olarak denendigi bir ¢alisma bulunamamistir. Bu
bulgulara gore siklodekstrinlerin zehirlenme modellerinde sagkalim {izerine etkileri,
olasilikla zehirlenme etkenine, hayvan tiiriine, siklodekstrin ¢esidine, uygulama yoluna ve
dozuna bagli olarak degisebilmektedir. Calismamizin bazi kisithiliklar1 mevcuttur.
Calismamizda, HPBCD'nin sagkalim {izerine etkisi dekstroza kiyasla istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik gostermedi. Bu durum, kullandigimiz amitriptilin zehirlenmesi
modelinde sagkalim oraninin yiiksek olmasi ile agiklanabilir. Amitriptilin LD50 dozu
bulanarak planlanacak bir toksisite modelinde HPBCD'nin sagkalim siiresine etkisi daha
acik sekilde degerlendirilebilir. Kullanilan HPBCD dozu, amitriptilin HCl dozuna gore
molar oran1 daha yiiksek olacak sekilde artirilabilir. Amitriptilin zehirlenmesi modelindeki
hayvanlardan deney sirasinda ve/veya deney sonunda kan, idrar ve doku 6rnekleri alinarak
amitriptilin diizeylerinin 6l¢timii ile HPBCD'min amitriptilinin viicuttaki dagilimina ve

atilimina etkisi degerlendirilebilir.
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Sonu¢ olarak calismamizda bir beta siklodekstrin tiirevi olan HPBCD, siganlarda
kardiyovaskiiler toksik bir etki olusturmadi ve amitriptilin zehirlenmesi modelinde olusan
kardiyovaskiiler toksik etkileri, dekstroza gore daha iyi bigimde diizeltmedi. HPBCD'nin
amitriptilin zehirlenmesindeki etkilerini daha iyi degerlendirebilmek i¢in daha yiiksek
dozda HPBCD’nin etkisinin arastirilmasina, sagkalim modellerine ve farmakokinetik

caligmalara gereksinim vardir.
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