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Digetlerindeki antihistaminik aktiviteyi incelemek igin genelllikle pargalar lokal anesteziden sonra alinmak-
tadir. Lokal anestezik maddenin kendisinin de lokal anestetik etkisi bulunmaktadir. Bu etkilegmenin engellenme-
si i¢in a) ekstraksiyon y6ntemi tarafimizdan modifiye edilmistir {Kovacs 8) b} prokainin saptanmasi igin ince taba-
ka kromatografi yéntemi kullanlmigtir. Lokal anestezik maddenin etkisi modifikasyonla ortadan kaldirilmistir ¢}
biyolojik yoritem olarak atropinize kobay ileumu kullanilmistir.
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Gum tissue used j'or antihistaminic activity assay is usually collected after local anesthetic application. Local
anetsthetic substance also Odpnssaae antihistammic activity, To avoid such an interaction there mesasures have been
taken. o extraction method has been modified [Kovacs 8) b) a thin layer chromatography has been used to detect proca:
in. Antihistaminie activity of the local anesthetic substance is counteracted by modification. ¢) Guinea-pig ileum

which is atropiniced is used as a biological method.

Histaminin fizyolojik ve patolojik pek ¢ok
olaydaki dnemli rolGndn. anlagiimasindan

ranan endojen bir maddenin aragtinimasina
ybnelik galhigmalar baglamigtir (1, 3,4, 5,6, 7, 9, 10,
12).

Digetlerindeki antihistaminik aktiviteyi incelemek
amaciyla alman pargalar i¢in genellikle bélgesel (rej-
yonel) anestezi kullanilmigtir. Fakat, §zellikle gingi-
vektomi, irritasyon fibromast, epulis igin yapilan cer-
rahi iglemlerde lokal anestetik solisyonun igerdidi va-
zokonstriktér maddeler nedeniyle hem bdlgesel hem
de infiltrasyon anestezisi kullaniimasi gerekmekiedir.
Bu nedenle dokudaki endojen maddeleri incelerken
dokuya enjekte edilen Ioka! anestetik maddenin etki-
sinin de g6z dnlinde bulundurulmasi gerekmektedir.

Yapilan literatir arastirmalarinda bu konuyu in-
celeyen bir aragtirmaya rastlayamadik. Bu nedenle
infitrasyon anestezisi ile dokuya enjekie edilen pro-
kainin bu bélgeden hazirlanan doku ekstrelerine ge-
gerek ekstredeki antihistaminik aktiviteyi etkileyip et-
kilemediginin incelenmesini uygun bulduk.

‘'MATERYAL VE METOD

Calismamizda, prokainin antihistaminilc etiisi di-
rekt olarak incelenmigtir, Ayrica infiltrasyon anestezi-

sonra organizmada bu maddeye kargit dav-.

si yapiimis (n: 15) ayn pargadan hazirlanan ekstreler-
de prokain ya da prokainin bozulma GrUnleri aragtiril-
migtir. Bunun igin ince tabaka kromatografi yéntemi
(2, 13), kullamlmigtr. -

Araghrmamizda doku ekstresinin hazirlanmasi
icin Kovacs ve ark. (8)nin kullanildigi ydntem ve tara-
fimizdan modifiye edilen aynt ydntem (10) kullanil-
migtir,

Calismada kullanilan digetleri fakoltemiz klinflde-
rinden elde edilmistir. Bu digetleri lokal anestexzi ile ya-
prlan operasyon sirasinda alinmighr. Net agirhklar
saptanmigtir. Ufak pargalara ayrilan taze dokunun
grami igin 30 ml. serum fizyolojik ilave edilip karigim
cam homojenizatér aracihgi ile homojen hale getiril-
migtir. Digeti pargalarinin bir grubunda (n: 8) orijinal
yontemde oldugu sekilde homojenatm pH'si 6. 8-7.2
ye getiriimig, dteld grupta (n: 7) ise yéniem tarafimiz-
dan modifiye edilerek homojenat HCI kullanilarak
pH'st 1.5-2 ye ayarlanmigtir. Her iki gruptaki homoje-
nat 30 dakika sire ile 56-60°C da etivle inkube edil-
migtir. Sonra her iki gruptaki hpmojenatiar taze doku-

- nun grami igin 200 ml eterle (Merck) bir saat sire ile

calkalanmigtir. Eter fazi ayn bir kaba alinmig, etere
gecmeyen faz O hacim eter, 1 hacim kloroformdan
olusan karigim ile taze dokunun gramr igin 200 ml.
olacak gekilde tekrar bir saat sire ile galkalayici aleti
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ile ¢alkalanarak ekstre edilmigtir. Ekstraksiyondan
sonra eter ve eter-kloroform kartgtmi birlegtirilmigtir.
Bu karigim 40-50°C'daki su banyosunda rota-evapa-
rator kullanarak distilasyon ile algak basingta, sonun-
da kuru bir kalinti kalincaya kadar ugurulmugtur. Arta

- kalan madde taze dokunun grami igin metalik sodyum
Uzerinden suyu alinmig 10 mi. susuz eterle lg defa
calkalanmgtir. Etere gegen kisim kullanilan eter mik-
tarinin gok az olmasi nedeniyle kigik siselerde top-
lanmig ve ugurulmustur. Siselere 0.2-1 grami igin 1
ml. olacak gekilde tyrode sollisyonu konularak arta
kalan madde sulandirilmig ve pH'st 7.2-7.4 olarak
ayarlanmigtir.

Disetlerindeki endojen antihistaminik aktivite ve
prokainin ekkileri i¢in biyolojik ydntem olarak izole ko-
bay ileumundan yararlanilmigtir. Dokudan ekstraksi-
yona gegme olasiligr bulunan kolinerjik aktiviteyi én-
lemek igin kobay ileumunun asidig1 banyoya gelen
tyrode sollsyonu 108 konsantrasyonunda atropin-
lenmigtir. Daha yUksek konsantrasyonda atropin kul-
laniimasindan, atropinin kendisinin, kobay ileumu
tizerinde antihistaminik aktivite gbstermesi olasihgin-
dan 6tirl kaginiimughr,

BULGULAR

1- Aragtirmamizda kullanilan disetlerinde antihis-
taminik aktivite saptanmigtir ve bunun doza baglh ola-
rak arthigr gorOImistir (Trase 1).

2- Prokainin kendisinin kobay ileumu Uzerinde
antihistaminik etki gosterdigi gériimektedir (Trase
2). '

3- Infiltrasyon anestezisi altinda alinan digeti eks-
trelerinde ince tabaka kromatografisinde prokain ya
da prokainin bozulma Grlinleri gosterilmigtir (Kroma-
togramlar 1, 2, 3,).
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Trase 1. Digetinden elde edilen ekstredek! antihista-
minik aktivitenin doza bagli olarak arttigi goriiimekte-
dir. 0.2 mi (100 mg), 0.05 mi (25 mg).
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Pro.  H
Atropinli(to-8} tyrode
Trase 2. Prokain hidroklorid soliisyonunun atropinli
izole kobay ileumunda standart histamin ile meydana
getirilene kasiimay! oriadan kaldswran bir etkjye sahip
oldugunu gastermektedir
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Trase 3. Orlfinal y6ntemde yapilan modifikasyonia el-
de edijlen A ve C drneklerinde antibistaminik aktivite-
nin ortaya gikmadigt (dozu artrmig olmasina kargin) bu-
na kargin orijinal yonteme.gore elde edilen ekstrede

(B) antikistaminik aktivitenin bulundudgu gériimekie-
e .
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Kromatogram 1. Kovacs ve Ark (8) tarumladigi ydnte-
me gdre yapilan ekstraksiyondan sonra elde edilen

ekstrelerde prokainin bulundugu gériilmektedir.
A: Reaktif lodoplatinat, B: Fe Clg, V: Voliim,

K3 Fe (CN) 5. SOLVENT: NH3 1.5V, Metanol 100 V
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Kromatogram 2. Kovacs ve Ark (8) tanumiadigr yénte-
me gdre hazirlanan ekstrelerde prokain ve prokain bo-
zulma drinlerinin varligt gériilmektedir.

Sovent : NH3 1.5V lelanol 100 V

Reaktif : lodopiatinat

4- Kovacs ve ark {8) ydnteminin meodifikasyonundan
sonra ince tabaka kromatografisinde prokain ve
prokainin bozulma {rlnlerine rastianamamigtir (kro-
matogramlar 3).

TARTISMA

Cerrahi islemlerde pargay aldigimiz bdlge dola-
yina % 2-4 konsantrasyondaki prokain hidroklorid so-
lusyonundan yaklagik clarak 1 ml. enjekte edilmekte-
dir. Lokal anestetik madde, soliisyenun kapsadi§r va-
zokonstriktdrier nedeniyle enjekte edildigi dokuda da-
ha uzun sire kalmaktadir. Once prokainin bilinen an-
tihistaminik aktivitesinin digetine enjekte edilen pro-
kain diizeyl ite kobay barsag: Uzerinde gdrilip gbri-
lemedigdi incelenmigtir,

Bunun igin dokuda bulunma clasthd 4 mg. clarak
saptanan prokain hidroklorid solusyonu, 108 kon-
santrasyonda atropinli tyrode soliisyonu ile beslenen
kobay ileumu {izerinde denenmig ve yaklagik olarak
0.1 mikrogram standart histaminin verdigi yarit tim
ile kaldirabilen oldukga gligl bir antihistaminik aktivi-
te gdsterdigt saptanmistir (Trase 1).

Bundan sonra en bilylk parga olan 8 no.lu érnek
iki b8time ayritip bir balimi literatlrdeki ydntemle (8)
ekstre edilmig, ayrica anestezi ile alinan 15 ayn par-
gadan hazirtanan ekstrelerde prokain ya da prokainin
bozulma {riinlerinin bulunup bulunmadig ince taba-
ka kromatografist ydntemi (2, 13} ile aragtinimstir.
Kromatograftar inceleridiginde gbriildiigi gibi 82, 97
ve 8 no'lu drneklerde, ancak ¢ok duyarh reaktif pls-
kirtildiginde prokain ya da prokain bozulma driinle-
rine rastlandmigtir {Kromatogramlar 1, 2, 3). Duyarli-
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Kromatogram 3. Stahi, E. (13) e gdre hazirlanmigtir.
t) Prokain, 2) 24, 3) 79, 4) 8
No'lu diseti drnekleri.




148

g1 0.1 mikrogram olan bir reaktif puskirtildigiunde
saptanan bu maddenin antihistaminik aktivitesinin ne
derece 6nemli olabilecegdi tartisilabilirse de ¢calisma-
mizda yéntemde yapilacak bir modifikasyonla proka-

inden arinmig bir ekstre elde edip edemiyecedimizi de

arastirmayi uygun bulduk.

Prokain hidroklorid enjekte edildigi bélgede, do-
kuda bulunan sodyum bikarbonat gibi bazlana, proka-
in bazina aynimakta ve bylece lokal anestezik etkisi-
ni géstermektedir. Baz halinde bulunan prokain de
eterde ¢tziinmektedir (9). Prokainin etere ge¢gmeme-
siigin tuzlarinin olugsmasi gerekmektedir (9}.

Orijinal yontemde modifikasyon yapmadigimiz
durumda, dokuda baz haline dénlisen prokain, sonra
pH'st 1.5-2've getirildijinde prokain tuzu haline gel-
mektedir. Fakat bundan sonra tekrar pH'si 6.8-7.2 ye
getirildiinde prokain bazina ayriimaktadir. Orijinal
yonteme gdre eterle yikamaya burada baglaninca
baz halindeki prokain etere gegmektedir.

Dokulardan ekstre edilen endojen antihistaminik
aktivite de materyal ve metod da belirtildigi gibi eterde
¢bzlnmektedir. Eger ekstreler orijinal ydnteme gdre
hazirlanirsa, izole kobay ileumu Uzerinde saptanan
antihistaminik etki hem prokain hem de dokunun iger-
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di§i endojen antihistaminik maddeye ait olacaktir. Bu
esas Uzerinden hareket ederek U¢ ayr kaptaki 5 er
ml.lik serum fizyolojigin igerisine (A: 10 mg. B: 15 mg.
C: 20 mg) prokain hidroklorid konulmug ve drneklerin
pH'st 1.5-2 ye ayarlanmigtir. A ve C émekleri buradan
baglayarak eterle yikanmigtir. B érnegi ise orijinal
yontemde oldudu gibi pH'si 6.8-7.2've ayarlandiktan
sonra 6teki érneklerde oldugu gibi eterle yitkanmaya
baglanmigtir. Yontem bundan sonra daha dnce ta-
nimlandigi bigimde yaritilmis ve elde edilen ekstre-
lerin etkisi kobay iieumu lzerinde denenmigtir (Trase
14). Trase Incelendiginde gérildigu gibi A ve C 6r-
neklerinde antihistaminik aktivite, prokainin dozu art-
mig olmasina kargin ortaya ¢ikmamaktadir. B sollis-
yonunda ise prokainin antihistaminik aktivitesi sap-
tanmigtir. Daha sonra énceden belirttigimiz ve ekstre-
sinde prokain aradi§imiz digetinin dteki blimindeki
antihistaminik aktivite, modifiye edilen yénteme gore
incelenmis ve 100 mg.lik bir ekstrenin ancak 75 daki-
kada diizelebilen uzun sireli bir antihistaminik aktivite
gtsterdigi saptanmistir. '

Boylece literatiirdeki yontemde (8} yapilan modi-
fikasyonla prokain ekstreden uzaklastirilimig, fakat
dokuda bulunan ve histaminin kobay barsadinda
meydana getirdigi kasici etkiyi ortadan kaldiran aktivi-
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