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Giris

Dijital yapraklarinin tuttugu glikozit miktari, bitkinin yetigtigi
topragin tabiatina, deniz seviyesinden yiiksekligine, yapraklarin top-
lanma zamam vc saklanma gekline gore ¢ok degisik olur. Normal
kosullarda, bitkinin yapraklarmada 9, 0,40 civarinda etken madde
bulunmas: gerekirken, 9%, 0,02’den 9, 0,60’a kadar degisik nispetlerde
glikozid tutan yapraklara raslamir (1,2,4,5,6,7). ’

Kimyasal metotlar yetersiz oldugundan, dijital preparasyon-
larimin titraji igin, uluslar arasi standart bir etalon’a*** gére bir
esantiyonun aktivitesini tayin etmc esasina dayanan gesitli biyolojik
titraj metotlart kullanilir (7,8). Boylece ilag kitaplarinda da isaret
edildigi gibi dijitalin biyolojik titraji kurbaga, kopek, kedi, kobay,
giivercin gibi ¢esitli hayvanlar tizerinde yapilir (1,2). Biitiin bu metot-
larla hazirlanacak etalon’larin, standart dijital tozuna gére 9%, 100
4 10 nispetinde bir aktiviteyc malik olmas: gerekir (7).

Dijital preparasyonlarinda aktivite tayini igin ileri siiriilen gesitli
biyolojik titrajlardan (Fransiz Farmakope’sinin (8) kabul ettigi gibi)
tercihan kobaylarda en kugiik oldiiriici dozu tespit etme csasina
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dayanan, Knafel-Lenz (7) metotu ile elde edilen ncticelerin statistik
hesaplarla degerlendirilmesini inceleyecegiz. Cilinkii kobay; kedi ve
képeklere nazaran daha kolayca temin edilcbilen ve daha az ferdf
varyasyon gosteren bir laboratuar hayvamdir. Kurbaga Unitesine
dayanan titraj metotu da, kurbagalarn nev’i ve agirhga, mcvsim ve
mubhit isisina gore gok fazla ferdd farklilk gostermeleri scbebiyle,
birbirinden ¢ok farkli ncticeler verdiginden statistik hesaplar igin elveris
li degildir. Su halde statistik metotlarla ¢aligldiginda, en uygun tek-

nik, kobaylar iizerinde yapilan biyolojik titraj metotudur.

Materyal ve Metot

Kullanilacak metot, agagida izah edilecegi sekilde hazirlanmug
bir dijital yapragi tozu soliisyonunun, yavas intra-vendz enjeksionla
uyutulmug kobaya, kalbi durdurana kadar verilmesinden ibarettir.

Sinngalik  soliisyonun hazirlanmas: : 250 ml. lik konik bir giseye,
1 g. denenccek dijital yaprag: tozundan konur. Toz iyice islanacak se-
kilde, 100 ml. destile su azar azar ve galkalanarak ilave edilir. Bu sise,
bir bain-maric’nin 1 1t soguk su ihtiva eden kiivetine batirihir. Is1 go®
yiikselene kadar banyo tedrici olarak sitilir. Sise banyodan gikarilir.
10 dakika bekletildikten sonra, o,go g NaCl ilave edilir ve 5 dakika
dinlendirilir. Bu eriyik bir bagka siseye siiziilerek alinir. Hacim destile
su ile yiize ulagtinlir. Bu sekilde hazirlanmug soliisyon hemen kulla-
nilmalidir.

Hayvanlann hazirlanmasi : Her solisyonun denenmesi igin, ter-
cihan erkek ve ortalama go0 g. agirlikta 10 kobay kullamilir. Kobaylar,
serom fizyolojikte hazirlanmig, %, 50’lik, 1hk éthyluréthane’dan 2
ml /kg periton igi siringa edilerek uyutulurlar. Kiigiik bir tespit tab-
losuna sirt iistii yatinlarak, baglanirlar. Vena jugularis digari alina-
rak, icine kalp istikimetinc dogru yoneltilmig bir kanil sokulur ve
tespit edilir. Hayvanlarin sun’i tencfiiis altinda bulundurulmast li-
zumlu degildir.

Enjeksiyon teknigi : Yavas enjcksiyon, otomatik bir devamh perfii-
zion aleti yardimu ile yapilir. Alet yiringa cdilen hacmin 15 dakika
civarinda kalbi durdurabilmesini (agag1 yukari dakikada 1 ml.lik bir
enjeksiyon hizi) miimkiin kilabilecck gekilde ayarlanir. Enjeksiyonun
baglangicinda kalp atimlar gozle veya kalp bdlgesinin palpasyonu ile
kontrol edilir. Kalp aumlan intizamsizlasuginda, sol karinciga kadar
ulagacak gekilde iki kaburga arasindan bir toplu ignc batinlir. Igne-
nin hareketleri gozlenir ve ignenin 1o saniyeden fazla bir middet
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harcketsiz kalmas: kalbin durmasi olarak kabul edilir. Bu anda,
siringa edilmis soliisyonun hacmi not edilir. Neticcler, bir kobay
oldiirmek icin, her kilogram canh agirhik igin lizumlu, mg. dijital
yaprag tozu miktan olarak hesaplanir.

Tecriibe plani : Kobaylar rast gele olarak onar hayvanlik iki guruba
ayrilir. Bu iki guruptan birine, aktivitesi uluslararasi iiniteye gore
ayarh ve igaretli etalon, digcrine ise aktivitesi bilinmeyen, titraji yapi-
lacak olan esantiyon yukarida izah edildigi sekilde hazirlanip sinnga
edilir.

Sonug

Tablo 1, yukanida verilen mectota gore yapilmug bir dijital tit-
rajindan elde edilen neticeleri gostermcktedir (9).

Tablo: 1
Kobay Uzcrinde Dijital Tozu Titraj
"TETALON (Ej | ESANTIYON (X)
(letal doz) (Ietal doz)
14,8 17,1
15,1 18,4
16,2 16,2
15:4 17:4
15,3 17,6
14,0 16,7
16,5 18,6
14,7 16,4
15,8 16,9
15,2 17,2
EE = 153,6 EX = 172,35

Biz bu ¢ahgmamuzda, tablo 1’de verilmiy rakamlarin statistik
hesaplarla nasil islenip, ne sekilde tefsir edilebilecegini inccleyecegiz.
Bu maksatla, etalon ve esantiyon icin elde edilen letal dozlarin normal
bir dagilig gibi kabul edilmesi baglangicindan hareket edilir. Bununla
beraber, neticelerin dagiiminda, standart ayrilig ortalamaya nis-
petle yiiksek olursa, letal dozlarin logaritmalarinin dagihigi, bizzat
dozlarin da@ihgina nazaran normale daha fazla yaklagsma gansina
sahiptir (g). Iste bu sebeple bu gibi hesaplamalarda logaritma doz
kullanilir. §u halde tablo 1’de, iki gurup neticedeki dozlar, bir logarit-
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ma cetveli yardimui ile (3) logaritma doza g¢evrilir. Tablo: 2°de netice-
lerin Jogaritma dozlan gorilmcktedir.

Tablo: 2

Dijital titrajindan elde edilmig ncticelerin logaritma dozlan

ETALON (E) ESANTIYON (X)

(log. doz XE) (log.doz Xx)
1,170 1,233
1,180 1,265
1,209 1,209
1,187 1,240
1,185 1,245
1,164 1,223
1,217 1,269
1,167 1,215
1,199 1,228
1,182 1,235

EXE = 11,860 EXx = 12,362

Etalon ve esantiyona ait logaritma dozlar ayr1 ayr toplanip, vari-
yant sayisina boliinerek ortalama degerler bulunur:

_ EXE 11,860

XE = = -—-— = 1,186
n 10

_ EXx 12,3602

Xx == = -— = 1.2362
n 10

Etalon’a goérc esantiyon’un nisbi aktivitesini veren formil (8).

M = X&— Xx dir.

XE = 1,186 ve Xx = 1,2362 degerleri formiilde yerlerine konursa:
M’ = 1,186 --- 1,2362 = — 0,0502 bulunur.

Cikarma iglemi yecrine logaritmalarda kologaritma kullanildigin-
dan ve bir kologaritmanin mantisi, logoritmanin en sagdaki rakamini
10’a digerlerini g’a tamamlayarak; karakteristigi de logoritmanin
karakteristifine 4 1 ilave edilip igareti degistirilerck bulunacagindan,
yukanidaki — 0,0502 = 1,9498 olarak dcgistirilir.

Esantiyonun etalon’a gore nisbi aktivitesini M’ niin antilogo-
ritmas1 verir (8). Antilogoritma 1,9498, logoritma cetvelinden 0,891
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olarak gosterilmistir. Oyleyse esantiyonun aktivitesi, etalonun aktivi-
tesinin 9, 89g,1’dir denir.

Bazi farmakope’lerde igaret edildigi gibi, bulunan aktivite yiizde-
sinin + 15 limitleri digina gtkmamasi gerektiginden, esantiyona ait
buldugumuz aktivite yiizdesinin giiven simirlarim tespit etmemiz la-
zimdir. Zira giiven sinirlart + 15’1 agtig) takdirde yapilan titraj gegerli
degildir.

Aktivite yiizdesinin giiven simirlar, iki gurup élgiiniin miigterek
variyansindan hareket edilerek (P=o0,05 ihtimale gore) hesaplanir.
Yani giiven simrlar;, M’niin variyansi hesaplanarak tahmin edile-
bilir. Bu da her gurup igin ayri olarak hesaplanmig iki variyansin
kangimindan agagidaki formiller yardimu ilc elde edilir (8)

E (Xz—XE)2 4+ E (Xx—Xx)2

S? comb =—
(ne—1) + (nx—1)
veya
EXi? — (EXE)2 (EXx)2
nE nx
S? comb =
neE 4+ nx — 2

Her gruptaki ferdi degerlerin kareleri alhimip toplanirsa EXi?
= 0,265718 olarak bulunur*. Etalon vc csantiyon grubundaki neti-
celerin, ayn toplamlarinin kareleri alinarak formiilde yerine konur.

0,86% 1,362°
0,265718 —

10 10
S? comb=

10 4+ 10 — 2

S? comb = 0,000347

M’, etalon ve csantiyon ortalamalar: arasindaki fark oldugun-
dan, M’ farkinin variyansi, bu iki ortalamamn variyanslarinin top-
lamudir:

S’ =8%x 4+ S*%=®
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I I
S$*s" = 0,000347 (—— 4+ —— ) = 0,0000694
10 10

Standart aynhg 6l¢isit M8’ = V 0,0000694 = 0,00833.

M’ niin giiven sinirlar, standart ayrilig 6lgiisinden M’ + tSM’
formiilii yardim ile hesaplanir (8). (t) degeri P=o0,05 ve 18 scrbestlik
derecesine gore t teorik tablosundan bulunur.

1,0498 + 2,10 X 0,00833 = 1,9323 ve 1,9673
1,9323 ve 1,9673’un antilogaritmalan 0,855 ve 0,927°dir.

Su halde netice olarak : “Egantiyonun aktivitest, etalona gire %, 89,1
ve bu degerin (P=o0,05 thtimale gire) given simrlart %, 85,5 ile % 92,7
dir” denir.

Gergek dederlerle, etalon ve esantiyonun mukayese edilmesi: Egantiyo-
nun ctalon’a gore aktivitesinin tespiti logoritma dozlar alinmaksizin,
gercek degerlerle de yapilabilir (8). Tablo: 1 dc verilen neticeler
alinip, statistik formiillerle iglenirse (10) Etalon i¢in ortalama deger
15,36 * 0,45, esantiyon i¢in ise 17,25 + 0,57 bulunur. Su halde,
etalon’un giiven simirlan1 (P = 0,05 ihtimale gore) 14,91 ve 15,81
olup, esantiyona ait 16,68 ve 17,82 limitleri ile miisterek sahaya sahip
olmadigindan, bu iki preparasyon birbirinden 6nemli olarak farkhdr.

Etalon ve egantiyon arasindaki farkin (t) testt ile aragtirimasi: Bu
maksatla iki ortalama deger arasindaki farkin aragtirilmas: igin kul-

XE—Xx
lanilan t = —————— formiiliinde* Etalon ve egantiyona ait
VS2E + Six
degerler yerlerine konularak bir (t) degeri hesaplanir:
15,36—17,25 1,89
t = = = 591
4/0,40267+40,61833 0,32

Hesapla bulunan t = 5,91 degeri, (t) tcorik tablosundaki 18
serbestlik derecesi i¢in isaret edilen P = 0,05 igin 2,10 ve P = o,01
i¢in 2,88 degerlerinden biiyik oldugundan, ctalon ve esantiyon ara-
sindaki aktivite farki ¢ok 6nemlidir.

* Xk : Etalon’un ortalama degeri,

Xx : Esantiyon’un ortalama degeri,

SE : Etalona ait degcrlerin standart yanls emsals,
Sx : Esantiyona ait degerlerin standart yanhs emsali.
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Tartisma

Bugiin bircok memleketlerin ilag kitaplari, biolejik dozajlarda
statistik metotlarin kullanilmasindan bahsetmektedir (7,8). Boylece,
Pharmacopée frangaise’in 8’ci, Pharmacopeia of United States’in
15 ve 16°c1, British Pharmacopea’nin 1963 baskisinda, bu mectotlarla
ilgili sayfalara rastlanmaktadir. Oysa heniiz bizim ilag¢ kitabimizda
bu bahislere rastlanmadigindan, bu ve bundan sonra aym sahada
yapacagimiz negriyatlarin bilhassa ila¢ kontrol islerinde gahsacak
eksperler icin faydali olacag: kanaatindayiz.

Ozet

Bu incelemede, standart bir dijital yaprag: (etalon) tozuna gére,
aktivitesi bilinmeyen herhangi bir esantiyonun, kobay iizerindeki
biyolojik titrajindan elde edilmis neticelerin, statistik metotlarla nasil
degerlendirilip, ne sekilde tefsir edilebilecegi, islemler mimkin
oldugu kadar basitlegtirilerek gosterilmigtir.

Résumé

Application des Méthodes Statistiques pour Interpréter
les Résultats Obtenus d’un Titrage Biologique sur des
Preparations Digitaliques

Dans cette étude, on a montré I'utilasation des méthodes statis-
tiques pour interpréter les résultats d’un titrage biologique fait sur
des Cobayes afin de déterminer I’activité d’un échantillon en fonction
de la poudre de réference (étalon).
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