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Ikeda ve arkadaglar: (8) kobay slem’unda circumferential gerilme neticesi
Acetylcholine muktarinin azaldiini tesbit ettiler. Bu arastincilar #lewm pargasins
gerilmeye maruz biraktiktan sonra kuru buz ile dondurup kum ile ezdiler ve
barsak dokusunun acetylcholine miktarini tayin ettiler.

Biz, izole edilmis barsak pargasi, izole organ banyosunda ritmik kontrak-
siyonlarina devam ederken, lumenine hava vererek gerdikten sonra banyo sivisi
icindeki acetylcholin miktarin: kurbaga rectus abdominis kasi ile tayin ediyorduk.
Bu ¢aliyma sirasinda bir giin kurbagam:z tikendi; halbuki ertesi giind dencyle-
rimize devam etmemiz gerekiyordu. O giin deneylerde kullandigimiz rectus ab-
dominis kasin1 Ringer eriyigi iginde buz dolabinda (4° C) 24 saat muhafaza
ederek ertesi giin acetylcholine tayini igin tekrar kullanmay: denedik. Elde edi-
len sonug, bir giin evvel kas taze iken elde edilen sonuglardan- daha mikem-
meldi. Bu olay karsisinda, bir tek kurbaga recrus abdominis kasimi acetylcholine
tayini igin miiteaddid defalar kullani'masipin mémkiin olup olmiyacafini aras-
tirdik.

MATERYAL VE METOD

Kurbaga (Rana esculenta) dekapite edildikten sonra kurbaga tahtasina sirt
Ustii yatirilip ayaklant toplu ignelerle tesbit edildi. Karin derisi median hat
uzerinden kesilip iki tarafa dogru disseke edildi. Her iki m. rectus abdominis
bir arada olmak {izere pelvis kemigine ekli olduklart yerden ayrildilar. Diger
uglarinin bagl oldugu pecroral cartilago'nun bir kismi, kaslara ekli olarak, ke-
sildi. ki kasin birlestii median hat iizerinden Kesilerek sag ve sol m. rectus
abdominis’ler birbirinden ayrildilar. Kaslarin her iki ucuna birer par¢a incc ip-
lik baglandy ve kaslar 1: 100 000 nisbetinde eserine sulphate tasiyan kurbaga
Ripger eriyiginde 30 dakika birakildilar.
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Kullanilan kurbaga Ringer eriyiginin terkibi soyle idi: Na Cl 9 g.; K CI
0.42 g.; Ca Cl, 0.24 g.; Na HCO; 0.50 g.; dextrose 1 g.; Cekilmis su 1000
‘smk. Memeli hayvan Ringer eriyigi olan bu eriyigin 100 smk’d ¢ekilmis su
ile 140 smk'e tamamlanarak kurbaga Ringer eriyigi hazirland1 (2).

Bu kurbaga Ringer'in bir litresine 0.01 gram eserine sulphate ildve edl-
lerek (1: 100 000) eserine’li Ringer haziiland:,

Otuz dakika eserine’li Ringerde kalan kas, 10 smk’liik bir tiip icine yer-
lestirildi. Kasin bir ucu (sabit u¢) tibiin igindeki hava borusuna baglandi.
Oteki ucu (serbest ug) Palmer Fabrikas: mamilati Gimbal yazdirici ucuna
baglandi ve acetylcholine etkisi altinda kasilan kasin hareketi isli kit tizerine
yazdirildi. Deney devaminca tibiin igine kiigik habbeler halinde hava verildi.
Biitiin deneyler oda derecesinde yapildilar.

Standart acetylcholin eriyikikleri icin evveld 0.1 g. acetylcholine chlor-
hydrate 100 smk. Ringer icinde eritilerek 10—3 ana eriyik hazirlands. Bu ana
eriyikten 10—4 den 10=—!° a kadar olan standart eriyikler, asagida terkibi veril-
mis olan’ bikarbonatsiz Ringer icinde hazirlandilar. Bikarbonatsiz Ringer:

N\

% 1 Ca Cl, den 1.00 smk.
% 1 K CI' den 0.75 smk.
% 0.6 Na Cl ile 100 smk.’e tamamland:.

Standart ana eriyik hergiin yeniden hazirlandi. Diger standartlar tecriibe-
ye baslanacagi zaman hazirlandilar.

Standart eriyikler 10-1° nisbetinden baslanarak 10—5 e kadar sira ile tat-
bik edildiler. Her standart eriyik kas ile 90 saniye temasta birakildi ve sonra
bosaltildi. Kas bir defa, tiibin icine kurbaga Ringer,i koyup hemen bosalul-
mak suretiyle acetylcholine bulagigindan temizlendi. Sonra tibin igi eserine’li
Ringer ile dolduruldu ve kontraksiyon yapmus kasin gevseyip yazdirici ucun
* esas hatta inmesi i¢cin 15 dakika beklendi. Yazdirict ug 15 dakikadan evvel
esas hatta inebilse dehi iki deney arasinda mutlaka 15 dakika aralik verildi.
Boyle yapilmakla kasin bir sonraki standart eriyige daha iyi reaksiyon verdigi
gorildi.

Her kasin ginde bir defa 10— dan 10-%e kadar acetylcholine eriyikle-
rine gosterdigi reaksiyonlar traselerle tesbit edildi ve bu sekilde her Kkas en
az bir hafta miiddetle her gin deneye alindi. Her giinkii deneyden sonra kas-
lar éaletten ¢ikarihp Ringer eriyigi icinde buz dolabinda (4° C) muhafaza
edildiler. Deney yapilacan zaman kas buz dolabindan gikanildi; eserine'li
Ringerde 30 dakika birakildiktan sonra acetylcholine’in miktari tayinleri igin
kullamldi.
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SONUGLAR

Deneylere ait bir seri trase numunesi SEKIL 1’ de gosterilmigtir. Bu tra-
seler birinci ginden altinci giine kadar aynt kasin reaksiyonlarini gistermekte-
dirler. Her giin 10~%° dan 10-° e kadar standart acetylcholine eriyiklerinin et-
kileri verilmistir.

Traselerden gorildiigii gibi, birinci giin kasin 10-1? acetylcholine’e goster-
digi reaksiyon pek hafiftir. Fakat bundan sonraki konsantrasyonlarin yavag, ya-
vas merdiven vari bir artis goéstermesi sebebiyle, c;esxth konsantrasyonlarin mu-
kayesesi miimkiindir (SEKIL 1).

fkinci giin, bilhassa kiigilk dozlara, kasin gosterdigi reaksiyonlar fevkélﬁ-
dedir ve gesitli dozlarin mukayesesi gayet kolaylikla yapilabilir (SEKIL 1).

Ugtinci giin 1019 ve 10-* aym reaksiyonu gosterdiler; fakat kontraksiyon,
yiiksekligi birinci giinden ¢ok iyidir. Esasen rectus abdominis kasmin bu derece
kigik dozlara ayni reaksiyonu gostermesi sik rastlanan bir olaydir.

Dordiincii giin kiigiik dozlara kargi kontraksiyon yiksekligi biraz diismiis
olmakla beraber ¢esitli dozlarin mukayese imkim iyidir (SEKIL 1)

Besinci ve altinci giinlerde kigik dozlarin yaratogi kontraksiyonlar git-
tikge azalmiglar fakat gene de birinci ginden daha iyi, hi¢ defilse onun ka-
dar iyidir.

. Deneylerimizde en iyi reaksiyonlar ekseriya ikinci ve dglincii ginler
- bazan dordinci gin de dahil - goréldiler.

TARTISMA .

Acetylcholine’in biyolojik yolla miktari tayininde gesitli preparatlar kulla-
mlir. Goodman ve Gilman (5) gesitli preparatlarin reaksiyon verdigi en k-
cik dozlar: soyle sirahyorlar :

Litrede mikrogram

Siiltik kas1 (eserinize) 2
Tavsan kulagi (eserinize) 4
Kurbaga kalbi 10
" Fare ince bagirsag 10
Tavsan ince bagirsag: 20
Kurbaga m. rectus abdominis’i 20
Kedi m. gastrocnemius’u 100

’

Negrete ve arkadaglart (13) gesitli silik cinslerinin sirt kaslarinda acetyl-
cholin miktarim1 tayin etmisler ve her siilik cinsinin acetylcholine’e karg: hassa-
siyetinin ayn1 olmadigim gdrmisler. Bentley ve Shaw (1) kobay ileum'u ile
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3 "Giin

4. Giin

SEKIL 1. Rectus abdominis kasioin cesitli konsantrasyonlerdaki acetylcholine
eriyiklerine gdsterdigi reaksiyomlar. (1) = 10719, (2) =107"%, (3) =107%, (4 =10"", (5)

=107, (6) =107".

5. Giin

6. Giin
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acetylcholine miktari tayinisi¢in bir metod veriyorlar ve.bu metodla iyi sonuge
lac alipmis oldugu yazlarindan anlagihiyor. Kobay ileum’u metodu Tidball
(15) tarafindan kullamlmis ve 1 smk’te 0.002 - 0.008 mikrogram acetylcholine
miktarlar1 tayin edilmis. Chang ve Gaddum (3) acetylcholine tayininde Ge-
sitli preparatlarin mukayeseli bir aragtirmasini yapmuslar. Kurbaga kalbi, tav-
san barsagi, kedi gastrocnemius’n, kurbag recrus abdominis’i ve stlik kas: tzerin-
deki bu aragtirmalarinda en iyi sonuglar: kurbaga rectus abdominis’i ve silik
adelesi ile elde ettiklerini bildiriyorlar. '

~ Lewis ve Smallman (11) gesitli insekt cinslerinde ve bu arada ev sinegi-
nin kafasinda acetylcholine muktarini rectus abdominis kasi ile tayin ettiler.

Son yillarda acetylcholine’in biyolojik* yolla tayini igin baz1 arastiricilar
bir nevi midye olan Mya arenaria’min Kkalbini kullandilar (7,12). Bu arastirt-
cilara gore bahis konusu fnidyenin kalbi acetyicholine’e kargt gok hassastir
ve etki gosteren minimum doz- 0.005 - 0.05 mikroéramdlr. (12)..

Kobay barsaginda acetylcholine salinma miktarini tayin ederken rectus ab-
dominis kas1 kullanan Schaumann (14), izole barsak banyosunu yar1 yariya
N /100 HCI ile sulandirdiktan sonra kas iizerindeki reaksiyonunu deniyor. Bi-
lindigi gibi acetylcholine alkali vasatta gabuk harap olur (5,6). Yazarn bunu
disiinerek acetylcholine ariyigini asit erigi ile sulandirmns olmas: ihtimalini
distnerek biz de koyun barsagimin acetylcholine miktarin: tayin ederken ay-
m miktar (N/100) hidroklorik asitle sulandirarak denedik ve gok yitksek kon-.
traksiyon elde ettik. .

.Bu ¢ok yiiksek kasilma barsakta bulunmas: imkénsiz bir acetylcholin mik-’
tarina delilet ediyordu. Bunun iizerine, sadece yiiksek hidrojen -konsantrasyo-
nunun, yani asiditenin kas1 lizumund2n fazla kontraksiyona sevkedebilecegini
diigiinerek hig acety!choline tagimiyan Ringer eriyigini yar1 yariya N/100 HCI
ile sulandinip kas tzerinde denedik. Eriyik acetylcholine tagimadigi halde, sa-
dece asiditenin etkisi ile, yiksek kontraksiyon gosterdi.

Bu olay: burada kaydetmekten maksadimiz, asiditesi yuksek eriyiklerin,
acetylcholine tagimasa bile, kasi kontraksiyona sevkettigini rectus abdominis kas1’
ile ¢alisacak olanlarin dikkat nazarma arzetmektir.

~ Birgok aragtiricilar rectus abdominis kasi uzerioe acetylchbline etkisini po-
" tansiye eden, yani daha yiksek kasilma yaratan, ¢maddeleri incelediler. (4, 9,
10, 16). -

Bizim aragirmamizda ise bagka bir madde kullanmadan sadece Ringer
iginde muhafaza etmekle, kasin acetylcholine’e, bilhassa kiigik dozlara kars: re-
aksiyonu artinlmustir. ' '
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NETICE -

Bir tek rectus abdomints kasinin acetylcholine miktari tayininde her giin
tecriibeye alinmak sartiyle en az alt giin kullamlabilecegi gosterildi. Deney-
ler arasindaki zamanlarda kasin Ringer eriyigi i¢inde buz dolabinda (4°C) mu-
hafaza edilmesiyle birinci giini miiteakip giinlerde, bilhassa kiigiik dozlardaki
acetylcholine’e kars1. daha iyi reaksiyon gosterdigi tesbit edildi. Buaa gore, ka-
sin acetylcholine’e karsi reaksiyonunun en,tabii yoldan potensiye edildigi gos-
terildi.

Bu olay iki yonden 6nem tasimaktadir: (1) buz dolsbinda saklanarak tekrar
kullamilap kasin, taze kastan daha iyi reaksiyon verdigini gostermistir, bu da
kigik dozlardaki acetylcholine tayininin daha emin olmasim saglamistir;
(2) alu kurbaga yerine bir kurbaga kullanmanin mimkin oldugunu gostermis-
tir; bu ise ekonomik bir bnem tagimaktadir.

Kasin acetylcholine’e !;arsl gosterdigi reaksiyonun potansiye edilmesinin se-
bebi, Ringer eriyigindeki bazi iyonlarin zamanla kasa girmesi olabilir,”

OZET

.1 — Acetylcholine miktarin1 biyolojik yalla tayin igin bir tek kurbaga
rectus abdominis kasimn miteaddid defalar kullani)ma imkini1 arastinldi.

2 — Her giin bir defa ‘deneye alinan ve deneyler arasindaki zamanlarda
f{ingcr eriyigi i¢cinde bur dolabinda (4°C) muhafaza edilen kaslar en az bir
hafta miiddetle denendiler. Her kasin en az alt1 giin muvaffakiyetle kullani-
labilecegi gorildii.

3 — Birinci giinden sonraki birkag giin iginde kasin acetylcholine’e karg,
bilhassa kigiik dozlar igin, hassasiyetinin artugs ve yiiksek kontraksiyon verdigi
miigahede edildi.

4 — Bu sekilde rectus abdominis kasimin acetylcholine’e karsi reaksiyonunun
en tabii yoldan potansiye edilmesi iki yonden 6nem tasimaktadir: (a) Ringer
icinde buz dolabinda mubafaza edilerek kulianilan kasin reaksiyonlar taze kas-
tan daha iyidir ve kiigik dozlardaki acetylcholine tayvinleri daba emin olarak
yapilabilir; (b) altn kurbaga yerine bir kurbaga kullanmak gibi ekonomik bir
Onemi vardir.

. SUMMARY
REPEATED USE OF RECTUsS ABDOMINIS MUSCLE
FOR THE BIOASSAY OF ACETYLCHOLINE

1 — The possibility of the repeated use af a single rectus abdominis mus-
cle for the bioassay of acetylcholine was investigated.
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- 2 — It was found that one rectus muscle could be used succesfully six
days in succession for the bioassay of acetylcholine, provided that the muscle
.was kept in an ice box (4° C) in Ringer's solution during the time, in which
“the muscle is not being used for experimentation.

3 — It was found that during several days following the first day the
sensitivity of muscle to acetylcholine increased. This inceased sensitivity was
especially pronouriced. for the small doses of acetylcholine, e.g., 10-10, 10-9,
10-5. '

4 — It is concluded that these findings are important for two reasons:
(a) economical standpoint, becauge one frog instead of six could serve the pur-
pose; (b) keeping the muscle in ice box (4° C) in Ringer's solution increases
its response to acetylcholine and gives better interpretation than the fresh
muscle for the small doses of acetylcholine.
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