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GiRrtS

Doku histamininin tahmini igin gegitli tekniklér geligtiril-
mistir. Bunlarin godu izole edilen organlarda histaminin biyolojik akti-
vitesine dayanair. Ornegin: Kobay ileumu.

Genellikle in-vitroda kullanilan bu teknikler; bu gok sayida
olsa da,gok az emek isteyen ve spesifik olanlarini kanatlamak ¢ok gugtur.
Bu yuUzden doku histaminin kantitatif tayini igin hassas ve spesifik fakat
basit bir teknige ihtiyag¢ vardir.

Histamin tayini igin 3 y®ntem kullanilmaktadir. Radyoenzima-
tik, radyoimmun 8lgUm ve fluorimetrik y®ntemdir. Radyoimmun ve radyoenzi-
matik y8ntem,fluorimetrik ydnteme gére daha pratik ve daha duyarli olma-
sina karsin oldukga pahallidir. Bu yUzden gogunlukla tayin ysntemi olarak
spektrofluorimetrik ydntem tercih edilir.

Spektrofluorimetrik ysntem yUksek alkali pH'da o-phtalaldehyde
ile hgstaminin kondansasyonu sonucu fluoresans veren UrUnler ortaya gik-
masina dayanir. o- htalaldehyde-histamin kompleksinin fluoresansi asit pH'
da hem stabil hem de daha kuvvetli oldudu igin 8lgUm yUksek asit pH'da
yapilar (214) .

Bu galigmanin amaci terapatik Bneme sahip histamin kataboliz-
masini hizlandirici sistemlerin hazirlanip daha sonra farmakolojik etki-
lerini incelemek Uzere izole edilmesidir.Bu amaca arag olarak kompleks o-
lusumu temel parametrelerinden ya histamin ya da merkez metal iyonunun

tayini esas oldugundan,burada ilk bir adim olarak bir histamin tayin ysdn-



temin geligtirilmesi ve iginde bulundugumuz olanaklar da gtze alinarak
spektrofluorimetre ile galisilmasi 6ngdrulmUstUr. Bdylece spektrofluori-
metrik ydntem Uzerine galisilirken buna paralel olarak labratuvar disa

bazi olanaklarin zorlanmasiyla atomik absorpsiyon spektrofotometresinde

tasiyici metal tayinleri tizerinde ilk 8n galismalar gergeklegtirilmisgtir.



HISTAMIN'IN YAPISI ve UZELLIKLERY

1.1 Tarihsel Hatirlatmalar

Histamin, dokudaki varlidinin bilinmesinden g¢ok ®nce 1907
yi1linda WINDOUS veVOGT tarafindan (1) kimyasal olarak sentezlendi. 3 yil
sonra, BARGER ve DALE (2) Ergo'dan izole etmisler ve 1910'da ACKERMANN'in
(3) histidinin bakteriyal dekarboksilasyonu ile hazirladiga-(4 veya 5)-
(2-aminoetil)-imidazol 8rnedi ile ayni oldugunu ispatlamislardar.

20 yal boyunca DALE ve Arkadaslari histaminin birgok fizyolo-
jik etkisini belirleyen bir seri aragtirma gergeklestirilmislerdir(4-5).
Bu bilesigin dofada gok yaygin olduft gdsterilmigtir. Ornegin gavdar er-
gosu ve diger bitkilerde (6) ve insan vUcUdunun buUttn doku veorganlarin-
da kUgUk miktarlarda (7) rastlanir.Brnegin: Barsak mukozasindaki histamin
varligdas BARGER ve DALE tarafindan ispatlanmigtir (8). Buolay daha sonra
MELLANBY ve TWORT (9), tarafindan dogrulanmis; ancak bu sirada barsak ige-
rigindeki histidin Uzerine baoktariyal etki ile olugtuju snerilmistir. Da-
ha sonra ABEL ve KUBOTA birgok dokuda mevcut olan his£aminin, histidinin
yalniz dekarboksilasyonu sonucu olugmadigini iSpatlamlslar (10) ve onu ade-
leler, karaciger, pitueterden izole etmiglerdir; BEST ve arkadaglari his-
tamini karaciger ve puimener dokularda teshis ederken (7) ACKERMANN ve

MOHR karcigerden hareket ederek izolasyonunu betimlemiglerdir (1l).
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1.2 Yapisa
Histamin veya (4 veya 5)-(2'-aminoetil imidazol veya B -imi-

dazolil etilamin) sulu ¢Bzeltide gegitli iyonik ve tautomerik turlerin
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bir karigimi seklinde mevcuttur (12),

Imidazol halkasini numaralandirmak igin kabul edilen ysntem
N tasiyan imino halknsina 1 numarayi verip daha sonra,halkada diger
N atomuna en kUgUk sayiyi verecek sekilde halkayi izlemektir. Diger N ato-
munun sayisi 3 olur. Bir tautomeri mevcut oldugundan imidazol halkasinan
imino H'a hareketli olup bir N atomu iginde ise bu NZH tautomer;eder uzak-
taki N atomundaysa bu N'-H tautomeridir. Burada histamin adlandirilmasin-
da IUPAC IUB'inin ®nerdidi adlandirma kullanilmaktadir (13) Daha sonra
yan zincirde amino azotuna bagli C'a @ adi verilirken halkaya bagl: C'a
B adi verilir. T ve T azotlarinda,ayirt edebilmek igin yan zincirin

amino gurubunun azotuna N- @' adi verilebilir.
B

/8 J\
HNT =N
Vi

2

Fizyolojik nstrolitede (pH=7,4) hakim: tUr monokatyon olup
bu imidazol halkasinin ;ki tautomerik sekli altinda varolabilir. (14).

Histamin ve N-metil tUrevlerinin (histidinle oldugu gibi(15))
pK 8lgUmlerine dayanarak GANELLIN monokatyon histamin durumundan N-H ta-
utomerinin sulu ¢8zeltide yaklagik %80 oraninda bulundugu sonucuna var-
migtar (16)."Hommett denklemine " dayanan benzer sonuglar tautomerik ter-
cihin yan zincir tarafaindan gekillendigini g¥sterir ve bu yan zincir,elek-
tronik etkisi aracilifiyla protonun asitligi Uzerinden etkir (17).Son

zamanlarda NMR incemeleriyle (pH'in fonksiyonu olarak) ve histamin igin
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13iun kullanam ile (histidinle oldugu gibi(18)) bu konuda ek bir kanit

getirilmis ve imidazol ¢ekirdegdinin N* -H tautomerinin 4:1 bagil isto-
tistik adarlikta bulundugu g8sterilmistir (19).

Sulu gBzeltideki bu sonuglar kristal yapi belirlemeleriyle
geligir. B8yle bir durumda monokatyon durumundaki histaminin NI:—H seklin-
de kristallendigi gdrulur.(20),Ayni tautomer sekil kristal histamin brom-
hidrat seklinde de bulunmugtur (20), Ancak n&tr histamin kristal sekli in-
celendiginde n&tr bilesigin kati halde N™ -H tautomer seklinde mevcut ol-
dugu gérulmugtur (21).

Kristal yapilar donmus bir hal (frozen) temsil ederler ve ge-
gitli gekillerin denge kosullari altinda badil sartlari hakkinda bilgi
vermezler. Bununla birlikte, WEINSTEIN ve arkadaglanin izole molekUl igi-
ne "ab initio "molekul orBita}leri hesabiyla ilgili bir yayinda kati hal-
deki neticelere uyar sekilde monokatyonun N™ -H tautomer sekline segti-
gini belirtilir. Ancak burada monokatyon ve nétr sekli yapilarindan ture-
yen geometrilerin kullanildiginida belirtelim. Ote yandan KANG ve CHOU &n
gdrUlen tautomerinin kararlilidinin halkanin geometrisini izleyerek de§i-
siklige ugradigini ispatlamiglar ve geometri ve hesap ysntemiyle degisen
farkli sonuglari ortaya koymuslardir (22). NT -H tautomeri monokatyon
tarafindon tercih edilir. Ancak ndtr seklin tautomerleri arasinda gok ku-
Uk bir enerji farki vardir. BuUtUn bu sonuglar bizi baz seklindeki hista-
minin tcutomeri tercihi olmadigaini sdylemeye ybneltir.Sulu ¢dzeltiyle

karsilagtirma sonucu suyun yUklu olmayan baza oranla mono katyonun tauto-



-7 -

tomerik kararliligas Uzerinde daha bUyUk etkisi oldugunu gbsterir (14).Bu
yapisal aktivitelerin arastirilmasinda gok 8nemlidir. CQUnkU histamin re-
septérleri sulu olmayan bir ortamda yer alabilirler.

Kati halde de ve ¢tzeltideki nstral histaminin enferaruj spek-
trumlari 8zellikle farklidirlar (23), Bunun sonucunda histaminin kristal
yapisinin belirlenmesi maalesef ¢dzeltideki konformasyonu Uzerinde bize
bilgi veremez.

Nstral histamin ¢tzeltisinin NMR spektrumlari etilenik grup
icin AA',BB' kompleks multipleleri vermiglerdir.Bunun sonucunda; iki a-
ragtirmaci grubu histaminin gdzeltide yaklasik birbirine esit bir oranda
(gauche)ve trans konformerleri seklinde oldugunu (24,25), halbuki kata
halde trans konformeri (21)seklinde var oldugu sonucuna varmiglardir.

Monokatyon histaminin konformasyonu sudan gok etkilenir.
Solvate olmayan katyon igin RICHARDS hesaplari sonucunda kararli geklin
bir gauche konformer olup yan zincirdeki N atomunun imidazol halkasi azo-
tuna hidrojen bagi ile bagli oldugunu 8nerir.Buna karsilik guglu bagli su
molekuly varliginda trans sekil baskain tur haline geger. (26).

En nihayet belirtelim ki; UV absorbsiyon spektrofotometresi
histamin igin analitik bir ydntem dedildir.GUnku LEWIS ve arkadaslarinin
da gtzledigi gibi 210-700 nm bslgesinde bu bilegik absorbsiyonu maksimumu

géstermez (30),
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sindaki agiya 9, ; (B) C ile C' v arasindaki agiya Y, dersek trans ve
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Monokatyon ve n8tral yapadoki histamin yuUk dagdilim inceleme.

leri kristal halindeki degerlerinden yararlanilarak €20)yapilmiglardir

(28,29).



1.3 Fiziksel Gzellikler

Serbest histamin renksiz plakalar holinde gsrulur ve 83-84 C
ler arasinda erir. (18 mm Hg) Basaing altinda 209-210 C de distile edilebi-
lir. N8tr sekli su ve alkolde kuvvetle ¢8zUnUr,ancak eter veya benzende
gbzUnmez. Sudaki histaminin viskozitesi HATEM tarafindan incelenmis olup
(31)bilesigin hidrojen bagr ile kuvvetli baglanmalar yaptigr belirlenmig-
tir.

1.4 Kimyasal Ozellikler

Kimyasal olarak histamin ;histidinden, imidazol propiyonik
asitten , @ -amino ketonlardan, @ -amino aldehitlerden , & -hidroksi
ketonlardan vb.den hareket ederek sentez . edilebilir, ve primer aminler
ile imidazol bilesiklerinin belirtici reaksiyonlarini verir (32),Ancak
memeliler ve 8zellikle insan g8z 8nUne alindidinda histamin sentezi ve
kotabolizmasi ©zel gdrUnUmler arz eder.

1.4.1 1in-vivoda histamin sentezi

Memelilerde histamin olugumu tek bir sUregtir.1907'den beri
histamin vediger aminlerin,amino asitlerin bakteriyal dekarboksilasyonu
sonucu olusabildikleri bilinir. Memeli kskenli bir enzim tarafindan his-
tidinin histomine ilk defa dsnUstUrUlmesi 1936'da WERLE tarafindan gos-
terilmistir (33), Histidinden histémin olugum orani diger biyonajik amin-
lerde gtruldugu gibi ekstranerol histamin ile kontrol edilir (34),Bugln
reaksiyonun histidin dekarboksilaz tarafindan analizlendidini biliriz.

Bu enzim hayvanlarin ig ve dig gevre degigimlerine adaptasyonunun fonksi-
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yonu olarak aktivitesinde degisiklere udrayabilir. Genellikle incelenen
tUrlerin butUn dokularinda histidin dekarboksilazin indiklenebilen tipi
tesbit edilmigtir ve ayni tipe diger tuUrlerin test dokularinda da rast-
lanmigtir (35). Kismen saflagtirilmis preparatlarin incelenmesi sonucu
gok bUyUk sayidaki dokularda spesifik bir histidin dekarboksilazin mev-
cut oldugu agikga gdrulur.Kinetik parametrelerin birbirine benzemesi se-
bebiyle (36,37) enzimin ayni veya yapi olarak incelenen preparatlarda
benzer oldugu olasidir. Daha elektroforezle hig bir inceleme gergeklesti-
rilmedidi igin enzimin farkli sekillerinin var olup olmadida bilinmemek-
tedir. Her ne kadar izoelekt¥ik gbkelme (38) ve agarazdan alkilli turev-
lerin kromotografisi (39) gibi ek saflastirmg evreleri son zamanlarda ger-
ceklestirilmigse de , enzimin kararsizligi ile ilgili sorunlar Ust bir
derecede saflastirilmasina izin vermemigtir. Dekbarboksilasyon mekanizma-
s1 olarak HAKANSON,histidinin anyonik geklinin hakim tUryU olugturdugunu

ve dekarboksilasyonunun bir Schiff bazi olugumu Uzerinden (pridoksal
fosfatla gergeklesen)yUrUdugunt ;ve karbondioksit eliminasyonunu ~kolay-
lagtirmak igin apoenzimin protonlanmamig bir amino grubu ile girigim
olusturdugu sonucuna varmistir. Pridoksal fosfatin ,enzime,fosfat esteri
ve piridin azotu aracilidiyla bagli oldudu varsayilmigtir(38,40).invitroda

pridoksal fosfat koenziminin histidin dekarboksilaz apoenziminin sente-

zinde,gerekliligi,GARBARG ve HALPERN tarafindan agifa gikarailmigtar

(41,42).
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Ozet olarak,dofal bir aminoasit olan histidin,L-histidin de-
karboksilaz adi verilen spesifik bir enzim ile kofaktdr(pridoksalfosfat)
varliginda histamine yol agacak sekilde doku mast hucrelerinde ve kan po-
1li nukleer bazofillerinde dekarboksile edilebilir (43).

1.4.2 Histaminin Katabolizmasi

Histaminin etkisizlegtirilmesiyle ilgili temel sUregler iyi
bilinmemektedir. 1950'li yillarda SCHAYER ve arkadaslari birgok hayvan
tUrUnde radyoaktif histidin veya histaminden faydalanarak metobolik su-
regleri betimlemislerdir (44,45)

| Histamin baslica asadidaki sUreglerle etkisizlegtirilebilir.

(Bk.Tab:1)
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a) Oksidatif deaminasyon: bu tnce imidazol asetik asite
yol acar.(4,(5)-imidazol asetik asit) Daha sonra da tekabul eden riboziti
verir. Buradoki diamin oksidaz (yada histaminaz) etkisindeki reaksiyonu

yazarsak ,

@F%C?Nﬂﬁ HO,+0, DA%, / \CH CHO + HOQ+ NH

bu reaksiyonun bir oksijen elektrodu yardimiyla izlenebilece@i gibi (46)
amonyck ve peroksit Uzergndende izlenebilir (47).Bu konuda bitki kskenli
histaminaz elektrokimyasal senstrleri dugUnulmUstUr (48).

b)Once metil histamine metillenme (l-metil-4-(B-aminoetil)
imidozol )daha sonra da bu sonuncunun metil imidazol asetik asite oksidas-
yonu (l-metil-4- imidazol asetik asit)

c)Kuguk nicelliklerin asetil histamin ve histaminol (4,(5)-
imidazolil etan 2- ol)(49)

Tabiatiyla diger olanaklaranda her zaman olabilecedi kabul
edilir.8rn: in-vitroda yan zincir Uzerinde bir metillenme varolup bu
snce N-metil histamine sonra da N-dimetil histamine yol agar (50).
N-dimetil histaminin varliga memeli dokularinda ispatlarnmamigsa da. ilnsan

idrarinda eser halde mevecuttur (51).BUyuUk histamin miktarlari vorliginda

1-metil 5(B-amincetil)-imidozol olugumuda kaydedilebilir (52) .
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Birkag istisna disanda dokularin gogunda var olan histidin
dekarboksilazan zayif dagiliminin aksine bUtUn incelenen dokularda his-
tamin katabolizmasindan sorumlu iki enzimin en az birisi (dezaminooksidaz
ve histamin N-metil transferaz) mevcuttur (51).1saretlenmis histamin ile
yapilan incelemeler sonucunda  intravensz yoldan enjekte edilen hista-
minin birkag dakikada plazmadan kaybbldugu ve hemen hemen bUtUn dokularda
isaretli metabolitler seklinde ortaya giktigyr gdrUlmUstUr.isaretli his-
taminin yalniz kUgUk bir yUzdesi degismemis sekil altinda idrarla atalar.
(%1-3)(51) SCHAYER ve arkadaglari dokularin gogunda inviveda histamini
degrade oldugunu gsstermistir (53,54).

Histaminin 8nce deaminosyonu ve ardinda imidazol asetik asit
ribozitine dénUsmesi, insanda (55),farede (56),kedi ve "kopekte (44)minsr
bir streg oldugu halde,siganda majsrdur (44).Tavsanda (44)ve kobayda(55)
her iki sUregte her iki duzeyde &nemli g&zukmektedir. '

Metilasyon inaktivasyon mekanizmasidir (57).1nvivoda histamin
katabolizmasinda halkanin metillenmesinin major stUreg oldugu bulunduktan
sonra birbirinden bagimsiz iki labaratuar histamin-N-metil transferazi
bu sUregten sorumlu enzim olarak betimlemiglerdir (58,59)Bu enzimde me-
til verici olarak bir S-adenozil metionin grubu vardir. Histominazin ak-
sine segimliligi iyice agida konan histaomin N-metil transferazin,genis
bir gegitlilik gdsteren dokularda,dagaldigs gsrulmugtur. Bugun,birgok
galismadan sonra iyice biiinmektedir ki saringalanan 14C 10 histamin

(izotopu)baglica 8nce metilasyonla sonra oksidasyon ile .etkisizlegtirilir.
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§1canlaran diginda) . Histaminin radyoaktif olmayan metabolitleri igin
uygun analiz ydntemlerinin geligtirilmesi ile de bu buluslar, onaylanmig-
tar (60). ldrarla atilan imidazol asetik asit histamin ara evresinden
gegmeksizin dodrudan histidinden tuUreyebilir ve bu sebeple histamin meta-
bolizmasi konusunda kesin bilgiler vermeyebilir.

Mindr bir 8neme sahip olan histaminin asetilasyonu konjuge
histamin kullanilarak birkag yazar tarafindan 8lgulmustur (49). lnsan id-
rarinda kUgik histaminol(4,(5)-imidazolil etan-2-ol) miktarlarina rastlan-
migtair (61). lyon degistirici kromatografi kullanimi ile insana 14C lu
histamin enjeksiyonunun ardinda histaminol olugumu da gdsterilmistir (62).
14

C lu histamin enjeksiyonundan sonra histamin yan zincirinin metilli

tUrevlerine daha insanda radyoaktif metabolit olarak rastlanmamigtar.
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HISTAMIN'IN B1YOLOJIK ROLU

2.1 Histamin Depolari

2.1.1 Mast Hucreleri

1877'de Paul ERLICH'in betimledigi doku mast hUcreleri en dnemli
vUcut histamin deposunu olusturur. Bu hlcreler boyanabilen yapilari ile
taninir,yani intcrastoplazmik olarak bUyUk metakromatik granuUllere sahip-
tir. Bu metokromazi ilk defa anilin boyar maddelerinde gdzlenmigtir.Bugin
ise toluidin mavisi,metilen mavisi veya tiyonin mavisi gibi diger bazi bo-
yar maddelerin etkisi altinda da gbzlenebilir ve granuUllerde asit yapila
mukopolisakkaritlerin varligindan kaynaklanir.Bunlar klasik olarak hepa-
rin diye kabul edilsede bazi yazarlara gére “kondroitin sUlfat" dir (63),

Mast hiucresi ¢ok sayida granUl igerir ve bu granuller baslica
histaminden olusan biyojenik aminlerle,bazi tUrlerde seratonin (5-hidroksi
triptamin veya dopamin) depolarlar. Ornedin seratonin siganda peritonel
mast hUcrelerinde veya F;relerde transplatasyénlc aktarilan mastositomalar-
da teshis edilmistir. Dopaminde sigir mast hUcrelerinde belirlemmigtir (51),

Cesitli fiziksel veya kimyasal uyarilar altinda mast hucreleri
morfolojik degisiklikler ile belirlenen bir cevap verir. Bu dedisimler &n-
celikle kismi degrantUlasyon,ardindan da amin igeren degranillerin hlcre

disina atilmasiyla olugan ekzositozdur. Bu sUreg ,histamin ve hUcrede de-

polanan diger biyolojik aminlerin salinimina yol agar. Mast hlcreleri granul -
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lerinin baglica bilegenleri heparin antikoagdlanx ile bir proteindir.
Yalniz sigan mast hiucrelerinin granUllerinin proteini incelenmistir.
Kuvvetle bazik dustk molekuller kutleli bir polipeptit oldudu bulunmusg-
tur. Bazofil gronulleri,proteazlar,glukronidaz vb(44 },Enzimler,ve de
kemotripsin N-asetil-P-glukozaminidaz ve difer kemotaoktik faktdrleri ige-
rirler. ATP ve lipit igerikleri zayiftar. Tablo 2-1'de UVNAS'a gére sigan
mast hUcresi grantUllerinin hesaplanan bilesimi gsrulur (é5).

Tablo 2-1-Kurutulmus sigan mast huUcrelerinin hesaplanan bilegimi

Protoinler 60 %
Heparin 30 %
Histamin 10 %
5-HT 0.3 %
Fosfolipitler 1-2 %
ATP 0.2 %

Katyonlarin varliginda histamin gronUllerden salinabilir.Bu
sirada heparin igeren granUl bakiyesi erimez (66). Histamin ve heparin in
witroda  gok kararli bir kompleks olugturabilirler. Bunun sonucunda in-
vivoda butun histaminin grantller iginde bu kompleks gekilde var oldugu
dusUnulur. Bununla beraber bu kompleksin olugumu pH 2-3 arasi bir asidik
ortam ister ve histaminin baglica tek protonlu oldudu pH 7.4 de histaminin

heparin tarafindan baglanmasi gok azdir. Bu sebeple heparin histaminin
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¢ok az kismini bagliyabilmektedir.
H

H M Hcoow
—Q ~——0 l ) :
| HA-0—>g HALO0 gH
oH -%?O H NHSO; il

Nrfl;

2 2 .
in-vitroda UYNAS'in histamin -heparin kompleksi (67)

Bunun sonucu g¢inko-heparin-histaminden olusan Ug kompleks
varligi dusUnUlmUstUr.QUnkU in-vitroda ginko varligi heparine bagli his-
tamin varligini iki kat artirir (68)0 zaman hersey mast hUcresi igindeki
ginko miktarina baglidair. UWNAS iki farkli teknik kullanarak (nstron
aktivasyonu ve atomik absorbsiyon spektrometresi) sigan mast hUcrelerin-
de ginko miktarini belirlemis ve bdylece granuller igindé yer alan butun
qinkonun komplekslegmesi durumunda bile histaminin mast hiUcresinde heparin
tarafindan depolanmasinin artisinda dnemli bir rol oynamaya yetmeyece§ini
ortaya koymustur (69).

Bununla beraber grantl ganginin (kitlesinin) baslica bilesehinm
protein oldugybilinir ve bu protein, heparinin suUlfat gruplarini meggul
ederek kendisinin histamine baglanma &zelligini artirabilir.Bu protein
bazik bir polipeptit olup,izoelektrik noktasi ~ 9 ve ultrasantrifuj sonu-
cu bulunan nokta ~ 5600 dur. Bu polipeptidin kuvvétli bazik yapisi hepa-
rinin sulfat gruplarini maskeliyerek onunla bir kompleks olugturma egili-

mini aglklar. Boylece protein karboksil grubu histamin igin baslica bag-
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lanma merkezi olarak etki edebilir. Depolonmc mekanizmasi pH'a gok bagli
oldugundan (bu yetenek pratikge pH 4-5 de bile kaybolur )bunun sonucunda
iyonlagmig karboksil grubunun histamini baglamak igin gerekli oldugu du-
stntlur (70), i +

/ coo HSN\ .
Hep £ _ NHSOF H3N7 R — €00 HyN—CH; — CH, — C—N\\\
- +
0503 HJN ” ;H
CH—NH
UVNAS'a gire heparin-protein-histamin kompleksi (67)
Ote yandan LAGUNOFF proteinin karboksil grubuna ilaveten

heparinin bir kdg karboksil grubununda baglanma merkezi gdrevi gdrebilece-

gini Snermigtir (71),

2.1.2 Polinukleer Bazofiller

11k defa 1879'da ERLICH tarafindan betimlenmis olup dokularda
ki mast htcrelerinin dolasan kandaki es dederleridir. Bazik boyar maddele-
re karsi ayni 8zellikleri g&sterip doku mast hicresi ile ayni morfolojik
bzelliklere sahiptirler. Bununla birlikte kskenleri farklidir.(Kemikiligi)
fnsan ve buyuk omurgalilarda doku mast hucreleri, kan damarlari veya deri
kil folikUlleri gibi 8zellenmis yapilar civarinda gok sayida bulunurken,
polintkleer bazofiller kanda yer alir. Bazi yazarlar bunlaora kan mast huc-
releri adinida verir.

CODE,kanda butun histaminin tamponlu gsekilde bulundugunu gés-—
termigtir (72)Eritrositler,monositler,lenfositler ve plaketlerde bu amin
bulunmaz. 1950'den beri histaminin lokosit granul serilerinde var oldugu
bilinmektedir. GRAHAM ve arkadaglari normal kandaki lokositlerin gegitli

fraksiyonlarini izole ettikten sonra bazofillerde histamin konsantrasyo-
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nunun kanin dider elemanlarindan gok daha yuksek oldugunu bulmuglardar
(73)\Bazofillerin sayisi gesitli turlere gére dedisir.BuyUk omurgalilarin
gogunda kan bazofilleri,toplam lokositlerin 1 % den azimi olusturur.Kan
bazofilleri sayisiyla doku mast hUcreleri sayisi arasinda da kargilikla
bir iligki oldugu 8ne surulmustUr. S8yle ki: Yuksek sayida kan bazofili
olan tUrlerin doku‘most‘hUcresi sayisi gok dUsUktUr; ya da bunun tam ter-
si gegerlidir (74),

Insanda bazofil sayisi bagil olarak sabit olup 40 bazofil/mm3
tur (20-50 hUcre/mm3ar051nda ). Allerjiler ve kronik enfeksiyon durumun-
da bu miktar artar ve 50 hUcre/mm3 Un UstUne gakar. Bunlara 6rnek olarak
besin yada ilag allerjisinin kronik evresi,Ulser-kolit durumlara, kronik
tuberkuloz ve brongiyal astim verilebilir. Myeloproliferatif bozukluklar
durumunda 1000 ila 100.000 hUcre/mm3 sayilaras bile gdzlenmigtir.Bazofil-
lerde mevcut histamin miktar tayinleri 1.2 pg/hticre komgulugunda yer alar
(75,76).Bu yoklasik olarak doku mast hUcresi histamin igeridinin 1/8 ine
karsi gelir (77),

Mast hiucresi igin oldugu gibi, bnazofil grantlleri de, kolayca
kirilabilen zayif bir ba§ aracilifiyla aminli radikali Uzerinde histami-
nin baglandigi bir protein tabokasindan olusurlar.Proteinin dider ucu

kuvvetli bir sekilde mukopolisakkarite baglidir (78).
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2.1.3 Mide bdlgesi mast hucre kskenli olmayan histamini

RILEY gastrik ve barsak mukozasindaoki yUksek bir histamin du-
zeyinin dUstk bir mast hUcre sayisiyla beraber ortaya giktigini gszlemle-
migti .Bu sebeple stz konusu histamine mast hucresi kokenli olmayan his-
tamin adini vermigtir (63), Mast hucresi yer almayan bu'mide bslgesi his-
tamini (79),difuzlenmis sekilde mukozada vé szellikle klorUr asidi salan
hucrelerin yogunlastifyr bslgelerde yer alir (80), Bu histaminin mensei
tam olarak bilinmesede mast htcresi kskenli histaminlerin yavas tUketimi
ile karsilastairildigainda mast hucresi kskenli olmayan histaminin tUketim
hizi badil olarak yUksektir. Mide disinda mast hUcresi kskenli olmayan
histamin igeren dier organ ise beyindir (51),

2.%.4 induklenmis vedogum halindeki histamin

Bazi yazarlar doku histidin dekarboksilaz aktivitesinin ar-
tisy sonucu histamin olusumunun idrarla atilan histaminin 8lgUlmesiyle
anlasildigs olgusunu dikkate almak,ancak bunun dokulardaki histamin du-
zeyinde artisa yol agmadigini vurgulamak igin ek bir histamin tUrU daha
dnermiglerdir.Onlorin bokis agisina gsre histamin olugtugu gibi olugum
merkezinden hareketle BzgUr bir sekilde difuzlenir,ve enzim aktivite
duzeyi, histamin igin 8nerilen ayarlayici islevin 8nemli bir &gesidir.
Mast hUcresinin disinda yer alan fizyolojik olarak 8nemli bu kompartman-
lara SCHAYER (52);induklenmis histamin adini verirken,KAHLSON ve

ROSENGREN (81); dodum halindeki histamin adi verilir.(nascent)
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2.2 Histamin Salinimyi

2,2.1 Salinim mekanizmasi

Belirli bir uyari ardindan mast hucresi veya bazafillerden
histamin saliminin aktif bir salinim sUreci oldugu bilinir ve genellikle
burada U¢ temel evre ayirt edilebilir:

1) Bzgul bir stimule ile huUcrelerin stimulasyonu (aktivasyonu

2) Hucre disi bslgeye ekzositoz ve granUl materyalinin atilama

3) Yeni bir stimulasyon igin hazir hale gegen hiucrenin morfo-
lojik ve fonksiyonel &zelliklerinin geri kazanimi(82)

Mast hUcresi veya bazofilleri histaminin saliminin iki kskeni
olabilir. Bunlardan biri immupolojik tipli olup (klinik reaksiyonlari ana-
flaksiyi ilgilendirir) Digeri direk tiplidir. (Klinik etkileri anaflaktoit
tiplidir)

Birinci durumda IgE lerin antijene bajlanmasi ve mast hUcresi-
ne bir kdprt olusturmasi membran gszeneklerinin agilmasina (dilatasyon)
yol agar. Bunun sonucunda hlcre disi katyonlarin hUcrenin igine girmesi
mUmktUnlesip,bsylece kalsiyum hUcrenin degranOlasyonuna yol agar (83).

tkinci durumda IgE ler ise karismaz. Hucre zari gdzeneklerlnin
dilatasyonu belli sayida bazi maddelerin dogrudan girigimi ile saglanar.
(Bunlara histamin salgilanmasina sebep olan maddeler denir.48/8d:A 23187
gibi) Bunlar baglica anestezikler propanidit (epontolR) vb. ve plazma
sUbstuentleridir. Jelatin (Hcemaccqu) vb  (84,85).

tlacin plazma orani o zaman temél bir unsur olarak gdzUkUr
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(43). Ancak anaflaktik kazalar igin bu bdyle degildir.Bsyle bir durumda

gbzlenen klinik etkilerle bir iliski kurulmasinda histaminin plozma kon-

santrasyonunun kendiside segkin bir gdstergedir.lki salainim geklinin o-

yirt edilmesi bugtn bile zordur (85),.(UnkU bir tiple digeri arasinda hig

bir morfolojik farka rastlanmaz (86).8te yandan antijen

ile histamin sa-

lan maddenin histaminin salinmasinin baslangigta ortok bir merkez Uzerine

etkidikleri dustnUlmektedir (87).

“48/80: Bu formaldehitin p-metoksi -fenetilmetil amin ile kondansasyon

UrUnUdir ve oligomerlerin karigimidir (94). Dializ ve de poliakrilamin

jel elektroforezinden yararlanan sistematik inceleme sonucunda 48/80 mole-
kuler kUtlesi 700-1400 arasinda dedisen birgok polimerin karisimindan

olustugunu géstermistir. Burada oktif bilesenler tetra ve oktamer seklin-

de bulunur (95).
‘ \ | .

H\T/CHZ, H\T/CHZ | H\,r —CH, ‘A ve A ; H,CH,OH veya
C,Hz Clth C’Hz CHZCl (96)

CIHz C‘Hg C(Hz

0 o b
N ~
NCHy [ CHaq, CHj

DU;Uk‘konsantrosyonlarda 48/80 maddesi kullanildiga zaman

(genel 20-50 mg/ml) kalsiyum (1 mm) sekresyonunu inhibe eder,inhibisyon

pH 6.5 tan 8.5'a artikga daha belirginlesir (97) .
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48/80 maddesinin tUrlu fraksiyonlarinin mast hUcrelerinde his-
taminin saliminin gUgly tesvikerleridir (94,97). 48/80 maddesinin ilavesin-
den sonra fluoresans giddeti hizli olarak artar ve 5 dakika sonra fluore-

sans siddeti maksimuma ulasir (94),

Histamin saliminy
veya toplam (%)

3

. : J Bilesik 48/80(M/ml)
001 " 01 1 10
Sekil:2-1 48/80 maddesiyle histamin salinima (94).

Mast hiUcrelerinde histamin saliminin tegvik kabiliyetinin
fraksiyonlari test edildigi zaman degisik konsantrasyonlarda 48/80 fraok-
siyonlariyla 5 dakika enkubasyona birakilir. Her nokta ¢ift tanimlayla Ug
bagimsiz deneyi g8sterir.(®— froksiyon 1; 8- fraksiyon 2; & ~» frak-
yon 3 Sekil 2-1 )

A23187: Bu bir monokarboksilik antibiyotik sinafindandar. Genelde A23187'
ye plazma membranindan gegen ekstraseluler kalsiyumu tagimayan C02+iyono-
foru olarak bakalir (99) Kalsiyum varligainda insan bazofillerinde hista-

min salinmasina yol agar (100,101).
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A23187 iyonoforunun serbest asit seklindeki yapisal formulu(102)

A23187 belirgin olarak PGD,olusumunu ve LDH salinimi olmadan

2
histamin salinimini drtirir. Histamin salinima A23187 ile en az iki UrUn-
2+ 2+

le stimule olur: Ca” kavrayigina badli olmayan ve Ca  kavrayisina bagli

olan. Dusuk konsantrasyonlarda A23187 ile artan histamin salinimi 45Cc

kavrayigandan bagimsizdair.Kalsiyum kavrayisiyla eslik eden hem PGD201U§UmU

hem de histamin salinimi 0.1 Mm A23187'nin yukarisinda bulunmustur.A23187
+

ile artan PGDzolU§umu ekstraseluler Ca2 yoklugunda veya bir fosfolipaz

A2 inhibifﬁru olan 1 Mm quinacrine varliginda tamamiyla inhibe olur(99).

Anestezikler

Proponid,..)
Antijen

Plazma ¥ |
subst itiietler:
(Jeletim,..)

. _ @k A 23187

% /Degronﬂlasyom

Histaminin salivecilimesi
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Spesifik bir uyariyla mast hUcresinin uyarilmasi genellikle
kimyasal mediatérlerin salimimina yol agar.Bu recksiyon enflamatuvar sUrecin
bir kismi olarak kabul edilir.(86,87). Histamine ek olarak allerjik sUreg-
lerde baska maddelerde ®nemli bir rol oynayabilirler.Bu mediatérler sira-
siyla slow reacting substance of anaphylaxis (SRS-A),l'eosinophil chemo-
tactic factor of anaphylaxis (ECF-A),neutrophil chemotactic factor of
anaphylaxis (NCF-A),platelet activating factor (PAF),heparin (88,89) ve
arjinin esterazdir.(bukallkreine benzeyen insan lokositlerinde bulunan
bir mcddedir.)(90,9l).

Mediatorler iki gruba ayrilabilir. Bunlardan bir grubu hista-
min, ECF~A ve heparinden olusup baslangigta mast hlcresinde depolanmigtar.
Digerleri SRS-A,PAF gibi spesifik bir stimulus ile mast hucresinin akti-
vasyonunun bir sonucudur. Bu sonuncularin dokularda inaktif prekursérler
seklinde mevcut oldugu dnerilmigtir.

Histaminin normal roltu hala tartisilmaktadair. Bazi yazarlar
histamini yalniz normal bir flogojen mediatdr olarak,kabul.ederlerken
digerleri yerel bir hormon olarak kabul ederler. Histaminin sentezinin
gluko steroitler tarafindan engellenmesi en azindan kismen bu sonuncu-
laran ontienflamatuar glcUnU ortaya koyar. Gastroentroleglar histamin,
mide saliminin (gastrik sekresyonun)tek degilse bile en dnemli mediatsru

olarak kabul ederler.(80).

SRS-A: Yapisi tam olarak teghis.edilmemi§ olup eldeki kanitlar bunun
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kukurt igeren bir asit moiekUlU oldugunu (103) qrilsUlfataz tarafindan
enzimatik olarak inaktive edildigine (104,105)tnermektedir. SRS-A normal
de mast hUcrelerinde mevcut dedildir; mast hUcrelerinin antijen tarafindan
etkilenmesi sonucu sentezlenir ve salinir (106), Antikorun antijen ile bir-

lesmesinden olusgur.

——ECF-A

- 3NCF-A

—3Histamin

|—35-HT antikor komplemani
} bazi turlerde
——3Dopamin

——>SRS-A

l——3Heparin

Prostaglandinler
L PAF

Mast hucresinin saldiga mediatdrleri

ECF-A : Mast hUcrelerinde grontllerle bilesik sekilde bulunur.(107). Mole-

kUl agirligs 300-1000 arasinda bir peptit olup bu madde yUksek voltaj
elektroforezinde (nétral pH da gergeklestirilen) iki ana dal aktivite piki
gésterir ve en azindan iki asit tetrapeptitinden olugmugtur.(108). ECF-A
nin gektiyi eozinofil grantlleri ribontkléez,arilsulfataz, § glukoronidaz

peroksidaz,histaminaz vb.gibi gok sayida hidrolitik . enzim igerirler.Bu
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hiucrelerin bir islevlerininde anaf laktik reaksiyon sirasinda salgilanan
biyolojik olarok aktif kUgUk golekUllerin pargalanmasi oldugu 8nerilmig-
tir (109,110),

NCF-A: 1lk olarak insan lésemik bazofil ekstrelerinde kesfedilmigtir.

ECF-A gibi mast hUcrelerinden tUredigi dusUnulen bir makromolekuldur (100).

Kalikrein bazofili: Bazofillerce zenginlestirilmis insan periferik kan

lokosit sUspansiyonlarinda esteraz ve kinin Ureten gizli gUglU bir prote-
in salinimi ispatlanmigtir (111).

PAF: Birgok kaynada gére bu maddenin molekUl agirliga 300-1100 arasinda
olup lipit 8zelligi g8sterir. Bir PAF'ain fosfolipaza duyarli oldugu bulun-
mustur. Periferik kan lokositlerinin sUspansiyonun bazik enkUbasyonuyla
kendiliginden ortaya ¢ikabilir ve bunun sonucunda bu faktsrun kesin anlam-
da ®nceden olugmadigar anlasalar (112,113).

2.2.2 Metal iyonlarinin histaminle invivoda girigimleri

Belirli bir zamandan beri metal iyonlarainin histamin salinimi
+
ve /veya farmokodinamik etki Uzerinde etkisi incelenmektedir.Ca2 iyonlari
degisik hucre fonksiyonlarainda regilat8r olarak nemli oldugu igin bu olay

2+
Ca2 iyonlariyla H,reseptdr stimOlasyonunun genel neticesi olan farmakolojik

1
olaylarin gesitliligini agikliyabilir (97,34) .Mast hUcrelerinin degrantlas-
yonunda C02+iyonunun rolU bugln iyice belirgindir (83).CuUnkU kalsiyumun
hucre iginde emilimi ve bunun sonucu salinim linear olarak iligkilidir

(114,115),

Kalsiyumun histamin saliniminda bilinen en az iki etkisi vardir.
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Bunlardan biri sekonder messenger olarogk sitosoldaki kalsiyum konsantras-
yonlarinda artis,ve digeri salgilama isleminin baslatilmasidir. Kalsiyumun
ayni zamanda histamin salimini ayarlayici etkiside vardir; buda en iyi 48/80
maddesiyle gdsterilir (97).Dibutil siklik AMP sistolik C02+ iyonlarini
artirir. Bsylece histamin, karbokol ve gastirin reseptdrlerinin stimilasyonu
sonucu dedisik kaynaklardan stoplazmaya C02+ iyonlarinin hareketi artar(116)

Bazi durumlarda,tek bir hUcrede kalsiyum seviyelerindeki sali-
nim bile 8lgUlebilir (24).Ayrica mast hUcrelerinin granUlU salmasinin ar-
dindan kalsiyum iyonunun yUkU bir rol doha oynayabilir. $syle ki, granul
yUzeyinde olugan histaminin salinmast igin katyon aligveriginde sodyuma
ek bir rolt olabilir (117).

Histamin stimilasyonu sitosolik kalsiyum konsantrasyonunda
bir artisa neden olur. Sitosolik kalsiyum konsantrasyonunun artigi, his-
taminin uygulamasindan 15-30 saniye sonra zirveye ulasirn (34).

Ote yandan,dis uyarisiz kendiliginden histaminin zayif salinimi _
stronsyum konsantransyonunun hlUcre disi sivida artmasiyla artar; kalsiyum
ise bbyle bir etkiye yol agmaz (118).Stronsiyum antijen-antikor tipli
yani immuholojik histamin salimina aracilik eden Caz+ yerini alabilse de
dogrudan salinim (dekstranla) durumunda bdyle bir katkisi bulummaz (119) .

Histaminin salimini veya Tarmakodinamik etkileriyle ilgili
iliskilerde en sik ige karisan metal ginkodur.Histaomin salimina yol agan
48/80 maddesinin etkisiyle histaminle ayni zamanda bu metalin anlamli mik-

tari salinir (120)Buna karsilik her ne kadar ginko diger herhangi bir huc-
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re tipine gére mast hticrelerinde 40 kere daha konsantre olsa da hista-
min depolanmasinda hig¢ bir anlamli rol oynamiyor gibi gszUkmektedir (69).

Ayni sekilde bakir,kursun ve lantana oranla daha dusuk dere-
cede olsa da,ginko,difer yandan histamin saliminin gUglyU bir inhibitsru
olarak bilinmektedir (121,122)Bu olay: agiklamak igin bir gok kuram sne-
rilmigtir.Bunlardan biri;kismenmast hUcresi zarinin ginko tarafindan sta-
bilizatsr bir aktiviteye eristirildigi onaylamaktir (123,124),

Salindiktan sonra histaminin farmakodinamik etkisiyle ilgili
olarak ginkonun bu etkiler Uzerinde guglu bir inhibitdr etkisi oldugu is-
patlanirken aksine bakirin bu etkileri siddetlendirdigi gsrulmustur (125),

2.3 Histaminin Farmokodinamik Etkisi

2.3.1 Enflamatuar reaksiyonlar

Histamin kardiovaskuler sistem Uzerinde farkli sekillerde et-
kiler uygular. Histaminin genel uygulanmasi;arter basinci,ven basinci ve
genelde vaskUler direng Uzerinde iki evreli,Ug¢ evreli ya da karsit (hipo-
tansiyon, hiper'tansiyon gibi)etkilere yol agar.Kardiyak hiz,kasilmo kuvveti
iletim hizi,kalp debisi,koroner kan akimi gibi kardiyak fonksiyonlarinin
godu histamin uvygulanmasiyla degisiklige vgrar (123,34) ,

o Cesitli memeli tUrlerine gbre histomin bu kardiyak parametre-
lerin goyu Uzerinde karsit etkilere yol aqobilir.Her ne kadar histamin
bslgesel kan akimini derin degisikliklere udratabilsede ayni bir tur igin
bslgeden btlgeye,ya da ayni bdlgede tuUrden tUre degisen genis bir duyar-<

lalik araligr mevcuttur.Genelde histamin 80Mm den daha dusuk kan damarla-
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rini genisgletiyor gibi gérulUrken histaminin etkisi altinda daha genis
mikrodamarlarla, genis damarlar kasilirlar (34,126)Histamin direk olarak
sistemik anaflaksinin kardiyak belirtilerinden sorumludur. 2x1076 M.his-
taminde refleksif bir hareket bulunmamigtair. 2x107éM. histamin gbzeltisi
banyo ¢dzeltisiné ilave edildigi zaman ise garpaintiya neden olur. 2x1075M.
histamin kardiyok anafloksiyle ortoya ¢ikar.

Histamin lateral veya 3. ventrikUle enjekte edildigi zaman
igki aligkanlidaina, hipotermiye,arteriyel hipertansiyona ve vazopresin,
prolaktin ve ACTH salimana yol agar. 3. ventrikile veya 6n hipotalamusa
verildigi zaman histamin sistemik kan basincini arttirir.Histaminin perife-
rik alimi igki aliskanlaigini arttairair, ve gln boyunca histamin saliminin
sigara aliskanligiyla iliskili oldugu bulunmustur (127) .,

WILLOUGHBY ve arkadaslari kininler ve prostoglandinlerin sa-
limini 8ncesi histamin salaminin (ve bir gok turde seratonin) baslangigta
ki sdemden sorumlu oldugunu buna karsilik diger mediatdrlerin ise enfla-
masyonun sonra ki evrelerinden sorumlu oldugunu tnermislerdir (128,129),
Ancak,bu hipotezin zayif noktasi sudur:Her ne kadar histamin,seratonin, ki-
ninler ve prostoglandinler 8demin indukleyici etkeni olsalarda bunlardan
hi¢ birisi enflamasyonun 8nemli 8@esi olan ndtrofil birikimine yol agmaya
elverisli degildir.(130)Bugln histaminin hem antienflamatuvar hem de pro-
enflamatuvar aktivitesi oldugu iddia edilmektedir. Proenflamatuvar aktivi-
te olarak,enflamasyonda rol oynayan faktérlere vaskUler gegirgenligi ayar-

layan vaskUler hUcre reseptdrleri Uzetine etki s&z konusudur .Antienflo-
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matuvar etkinin ise immunoaktif hUcrelerin aracilifiyla yUrUdugu ve bsyle-
ce histaminin bastirici(supressor)hicrelerin dogal ortadan kaldirma yete-
nedini arttirarak ve T-lenfositlerin sitotoksik etkilerini inhibe ederek
etkidigi Snerilmigtir (34).

Duyarli radyokimyasal denemeleri kullanan BEAVEN ve arkadasla-
r1 zamanin fonksiyonlari olarak yaniklarda histamin salimini izleyebilmig-
lerdir. Bunlar 8demin gelismesi sirasinda hicre ig¢i sividaki histamin du-
zeyinde bir artis gtzlemisler;ancak ddemin tam olarak gelismesinin ardan-
dan bagka hig¢ bir salimina rastlamamiglardar (131)-

Bugln genellikle 8dem olusumuyla ilgili olarak histamin etkisi
altinda arteriollerin dilatasyona ugradiga,prekapiler sfenkterlerin agil-
digar ve venUller kontrakte oldugu kabul edilir. Kilcal damarlara ulasan
kan,staz halinde bloke olur. Ceperin mekanik gekilmesiyle pasif bir dila-
tasyon olugmugtur ve bunun neticesinde ortaya gikan permeabilite artiga
lakUner bslgeye dogru plazma eksUdasyonuna yol agar. (132).

Ozellikle,aller jik astim,rinit(burun yangisi) ve saman nezlesi
8te yandan da ilag ve bbcek sokmalari gibi bir dizi allerjik reaksiyon
polintukleer bazofillerin degrantlasyonuna baglanabilir. Induklenmis his=
tamin salinimi,rejenik tipli olup; (IgE);bunun farkli evreleri bu &zet ola-
rak - incelenmistir.(Ancak bu sirada zar aktivasyon olaylari cAMP ve GVP
oranlarini etkileyen intrasitoplazmik biyokimyasal degerler,mikrotubulle-
rin etkileri,mikroflamanlarin etkileri,konstraksiyon ve degranUlasyon Uze-

rine fazla israr edilmemistir.)Bununla birlikte, immunoallerjik histamin



- 33 -

1

salinim tipleri de Qordlr. Orneyin;kompleman aktivasyonu(zar mekanizmasini
uyararak)gibi...Bu islem dogrudan oldugu gibi(stimvlatsr olarak IE ,Igu )
degisik yoldanda(bunun stimilatoru IgA; IgM , IgE kUmeleridir)(133,134)ola-
bilir ya da PAF ise karigabilir(135).Son olarak fiziksel etkenlere(fizik-
sel yada psigik stresler,travmalar,iyonlastirici radyasyonlar vb.yada his-
tamin tasiyan hUcre Uzerine tahris edici etkenlerin dogrudan etkisi;hipo-
tenik ¢tzelti,pH dedisikligi,termik dedisim vb)yilan veya ari zehirleri,
tedavide kullanilan mikro veya makromolekUler kimyasal maddelerin yol ag-
t1§1 salinimlar da sz konusu olabilir.Bu tUr salinimlar immuniter olma-
y1p dogrudandir.Mekanizma dedisik olsada belirli bir 8lgUde immunolojik
mekanizmalara yakindir (134) .

Bugn histamin ve ona akraba olan bazi maddelerin insanda
allerjide dnemli bir rol oynadidi bilinir. ( 8rn:duyarli bir hastadan pe-
nisilin enjeksiyonunun yol agti§i anaflaktik gok histamin salinimin en
iyi bilinen klinik g8rUnumUdUr. Ancak bu salinim genellikle Quinicke &demi
Urtiker veya bir solunum rahatsizligi gibi daha az ciddi bozukluklara yol
agar. llag kskenli histaminin saliniminin bir alerji vaskileritenin ortaya
gikisindaki roli daha pek agik degildir (43)) Gastro intestinal yoldan a-
g1z yoluyla bUyUk doziar verilse bile gok az histamin emilir; aoncak ku-
cUk paranteral dozlar bile yogdun bir cevaba yol agar (137).Bu cevap bir
cok alerjik reaksiyonda aynidir ve siddeti histaminin difUzyon olanagina

baglidir.Bu difizyon siddetli ise histaminin metal komplekslerinin yUk ve

yapisiyla iliskili olacaktir (138}).
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Akcigerlerde histamin mukoza adelesi Uzerine etkiler ve
brongiyal daralmaya neden olur (139). SRS-A muhtemelen astim reaksiyon-
larinda 8nemli bir katkida bulunur (140,141). BROWN ve arkadaslari,as-
tim rahatsizlidi olmayan bireylere izin verilenin Ust sanirinda histamin
dozlarini sistematik olarak uygulanmasi durumunda,bunun pulmoner mekaniz-
ma da anlamli istatiksel degigimlere yol agtidini ispatlamiglardir.Ancak
bu bozukluklar,fizyolojik anlamlarini sUpheli gésterecek kadar zayiftar.
Buna karsin astimli bireylerin hepsi gok duyarli hale gegerler. Ancak
bu konudaki gszlemlerde tek duzelik yoktur (142).(Belli bir standardi
yoktur(140).)

2.3.2 Mikrosirkilatuvar etkiler

tnvivodaki butun mikrosirkUlatuvar gdzlemler,histaminin lokal
vygulamasinin, incelenen memeli tUrUnden bagimsiz olarak doza bagli agagi-
daki etkileri olugturdugunu gdsterir (126):

a) Prekapiller sfenkterler,metarterioller,arterioller ile is-
kelet ve kulak kasi,deri,spansik damarlardoki kas venuUllerinin dilatasyonu

b) Genellikle 80 Mmden genis mikro damarlarin kasilmasa

c) Post-kapiller vensz intravaskuler bas;nc1n artisi

d) Metarterioller ve prekapiller sfenkterlerin vazomotorlugu-
nun dilatasyonu

Her ne kadar buUtUn kas mikrodamarlari (4-8 Mm lik gergek
endotial kilcallar disinda) histaminin lokal uygulamasina cevap olarak

dilatasyona udrayabilse de kas mikrodamarlarainin farkli bir duyarlilik
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gradianti gdsterdikleri sanilmoktadir.Arterioller :> prekapiller sfenk-
terler:>> kas venulleri (143)

2.3.3 Dokularin bUyUmesi ve yaralarin iyilesmesi

KAHLSON ve ROSENGREN (81) hizli bUyUyen veya kendini tamir
eden birgok dokuda histamin olusturma yetenedinin arttigini gbéstermigler-
dir. Bunlara 8rnek olarak fetal bUyUmeyi,karacider rejenerasyonunu,yara
veya bazi tUmdrlerin enflamatuvar granUlomasini incelemislerdir. Bu doku-
larin histamin duzeyleri belirgin bir gsekilde yuksek olmadigindan dogum
halindeki histamini depolamayip derhal aktif bir sekilde kullanima hazar
oldugunu 8nermislerdir(nascend histamin). Bir yaradan sonra mast hiucreleri
derhal degrantle olup kaybolurlar. Enflamasyon sakinlesip fibroplastlar
arttidas 8lgUde mast hucreleri artan sayida tekrar ortaya gikarlar ve
grantloma dokusuna sizar gibi g8zUkUrler. Fibrsz doku vaskllerligini kay-
bedip daha az hucre igerir duruma geldikge kapanan yara dokusunda artik
mast hUcresi gﬁrulméyinceye kadar mast hUcresi ve fibroplastlarin sayisai
duser (63). Histamin duzeyleri de benzer degigimler gésterir,yani yara-
dan sonra azalirlar,grantlasyon islemi sirasinda artarlar ve sonra yeniden
iyilesen yaralarda azalairlar (144). Hipertrofik yara izleri ve keleoitlerin
iyilegmesi durumunda,bagil olarak yUksek bir mast hUcre sayisina rastlan-
mis olup bunlardaki histamin dUzeyleri de normal yara izi dokusu ve deriye

oranla yuksektir (145,146).

1
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2.3.4 Histamin ve sinir sistemi

Histamin sinir sistemininde bir mediatdrt olup (147),beyinde
(57,148,149) Bzellikle hipotalamusta nicel olarak 8nemli transmitter ola-
rak goztkmektedir. Histaminin beyindeki lokalizasyonu sinirlerle ve mast

hucreleriyle sinirlandirilamaz (57).Histaminin H_reseptdrleri merkezi

3
sinir sisteminde histamin neronlarinin rolUnU agiklamada yararli olabilir
(150). Diger organlar igin oldugu gibi beyin kan damarlari intraventz his-
tamine reaksiyon gosterir. Dilatasyon,migreni hatirlatan 8zgln bag a§rila-
riyla ortaya gikar. Ancak nitriller gibi diger vazodilatdrlerle ayni send-
romlara olustururlar (51).Bas agrisi ve migreni olan hastalarda histaminin
idrar atilma duzeylerinin artabilecedi gsrulmustur (149). Hipotalamus
histaminin bUyUk bir b8lumU mast hucreleri ile ilgili degildir (151).Baza
calismalar hipotalamus histamininin bagil olarak hizli bir tuketim hiza
oldugunu belirtmektedir. Bu konudaki tahminler 30 saniyeden (152) 46 daki-
kaya kadar (153)degijir. Esasen bu haz,fizyolojik stres durumunda yUksek
iken,anestezi durumunda dusuktur (152).

Histidinden histamin olugum orani dider biyolojik aminlerde
gbruldugu gibi ekstranerol histamin ile kontrol edilebilir. Histaminin
sinir uglarindan hareketle salinimindaki etkiler de digerlerinin benzeri
mekanizmalara sahiptir (34). Diger biyolojik aminlere gtre histaminin
beyinde tUketimi gok hizlidszr ve metilasyon sUrecinin olusturdugu biyolojik

olarak etkisiz 1,4-metil histamin molekUlU inaktivasyondan sorumlu olabi-

lir (154).
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Histaminin dUsUk konsantrasyonlarinda depresyon ortaya gikar
(10—8,10-6M) . Merkezi sinir sisteminde histaminin fonksiyonlari olarak
i
hormonal salgilanma enerji Uretimi ,uyku hali ve uyaniklik gdzlemlenmigtir.
Son zamanlarda,gegitli labratuvarlar hem histamin hem de histidin dekarbok-
silaz antikorlari gelisgtirmislerdir ve hlUcre immunokimyasi metotlariyla

sinir sistemi modellemeleri yapabilmislerdir (34).

2.3.5 Bazi hastaliklarda histaminin rol0

Baz: hastaliklarda doku mast hucreleri (mastositoz)ve kan ba-
zofillerinin (bazofili)sayisinda anormal bir artma belirlenir (156).1ki
tip myeloproleperatif boZukluk durumunda (kemik iligi artisi)yani gronU-
lostik lssemide (157) ve polistemioverada (157)bazofili g&zlenmigtir.Bu
bozukluklarda ,histamintri (158,159)ile kanda ve dokularda (160,161)anor-
mal histamin duzeyleri gdzlenmigtir.Soguk terleme (kolinerjik Urtiker),
glnes radyosyonu,basing ve vibrasyon gibi &zgul fiziksel stimuluslarain
yol agtigi bazen ciddi Urkiter reaksiyonlarinda olugan bir grup rahatsiz-
11k daha mevcuttur. Bu hastaliklar seyrek olsa da rahatsizlik verici ve
tehlikeli olabilir. Orn: soduk Urtikeri olan bir kag hastada plajda oy-
nama sirasinda bayilma (senkop),basdénmesi olaylari gdzlemmistir (162).
Urtiker genellikle hastanin duyarli oldugu stimulus tipi dikkate alinarak
siniflandirilir. Bu bozukluklarain alerjik kosullarla iligkisi ortaya
konulamamistir;igerdikleri mekanizmalar az bilinmektedir.Buna ragmen
LEXIS yapay Urtikeri (dermotogrizm) olan bozi hastalarda (L63)histamine

benzeyen bir maddenin varlidi Uzerine dikkati gekmektedir. Bu gézlem daha
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sonraki galigmalarla da onaylanmigtir(164).Son zamanlarda soguk Urtiker
durumunda vensz kanda histamin konsantrasyonu yUksek bulunmugtur(145,166).
Bazi galigmalar,soduk Urtiker,bazi kulturfizik Urkiteri (kolinerjik)ve
vibratuvar Urtiker durumlarinda,histaminin baslica mediatsr oldugunu gds-
termektedir (162,167,168)f Diger Urtiker sekilleri Uzerinde ok az bil-
gimiz oldudundan yazarlar histamin salinimini bu reaksiyonlarin ortak
mekanizmasi olarak Bnermeye gekinmektedirler Basing Urtikerinin gecikti-
rilmig tipli belirtileri,bir histomin saliminin belirticileri olmadigain-
dan,olaydan dider mediatdrlerin sorumlu olmasi olasidar(51).

2.3.6Histaminin gastrik etkisi

Histamin bazi salgi bezleri Uzerinde uyarici etkiye sahiptir.
Ozellikle midede gastrik asit salinimi artigina yol agar. (Burun ve goz-

yas1 salgi bezlerinide uyarirlar.) Histaminin H,_resept8rU parietal huc-

2
relerde yer alir. Bunun en son kaniti ise ortamda ve oksijen aliniginda
parietal hUcrelerin orani arasindaki iligkidir. Parietal hUcreler izole
edildigi zaman hUcre yUzeyleri degisir ve sekresyon yeteneklerini kaybe-
derler. Histamin ile stimiulasyonla,parietal huUcreler salinim kanallari
olusturur (34). Bugln gastrik asit salinimini ayarlamada histaminin rolu-
nU agiklamak igin baslica iki varsayim 8ne gaikmigtir(169):

1- 11k olarak; CODE'nin 8nerdigi ve histominin parietal hucrenin
salgilatici etkisinin son ortak mediatsrU oldududur (170). KAHLSON gastrin

enjeksiyonu (171) ve vagal stimilasyon (172)sonuglarina dayanarak mukoza

histaemini ve gastrik asit salinimi arasindaki fizyolojik iliskiyi tanim-



- 39 -~

layan bir model geli;tirmiétir. Bu model iki varsayima dayanir.
a) Bunlardan biri histamin saliniminin bir tekrar beslenme
mekanizmasiyla histidin dekarboksilaz aktivitesinin vyarilmasindan

sorumlu oldugudur.

Mukoz histamin

Gaostrin — deposu
9 S : : — &+
£ - [ScrbestHlstomm ->/Parietal|>H
9 S hucre
< n oS
' S
Muk 0z &

; : N
histidin dekar boksilaz| ~ QS

Histaminin gastrik etki modeli (173)

b)Ortak mediatdr kavrami agisindan gok 8nemli olan ikinciside
mukoza histaminin;olusum veya saliniminin ardindan parietal hucreleri
uyardididar(174). LIMLOMWONGSE gastrin igin Ug ayri etki onerir:(175)
Histamin saliniminin stimulasyonu,histidin dekarboksilazin acktivasyonu
ve gastrik asit saliniminin stimulasyonu. Ekzojen histamin de asit
salinimina uyarair. Ancak bu durum gastrik mukozada histidin dekarboksilaz

ve endojen histaminin iglevlerini agiklamaz ( 174).
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Mukoz histamin
deposu

Gastrin [SerbestHist amin | _s 7

Histidindekar boksiloz .9\0°®0

A\
\’\0\ g
. : Porietal
Histamin .. +
—/  hicre \—>H

(ekzojen)

Gastrinin etkisi (164)

2- Daha yeni olarak KONTUREK ve GROSSMAN ,parietal hucrenin, his-
tamin,asetilkelin ve gastrin igin farkli reseptdrleri oldugunu dnererek
salinim sUreci igin gok reseptsrly bir denetim ileri sUrmUslerdir (177).
Bu reseptérlerden herhangi birinin kimyasal uyarilmasi ya da engellenmesi,
digerlerinden biri ya da hepsinin 8zelliklerin i bozacaktir. Gastrik asit
salinim igin gerekli minimal dozun,duedonum Ulseri olan bireyde 75 Mg/kg
histamin asit fosfat komsulugunda oldugu belirlenmigtir (178,179) -

tnsan ve tavsan gastrik asit bezleri arasindaki farklari kar-
silostiran bir galigmada reseptér afinitesinin farkli oldugu bulunmugtur
(34). SiganlarUzerine yapilan denemeler sonucunda gastrik mukoza hucreleri
histamininin streslerin yol agtigi gastrik Ulserlerin olugumunda dogrudan

ise karistida tahmin edilmektedir (180).Bu hayvanlarda, pndmogastrik
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sinirlerin elektriksel stimulasyonu (18l) ya da streslerin (182) olustur-
dugu gastrik Ulsere karsi ¢inko ile muamele (ZnSO4.7H20)midede salinan
histamini azolterek'koruybcu rol oynar(122). Bununla birlikte in-vivoda
gastrik histamin ile ginkonun ne sekilde birbirine muUdahale ettigi daha
ispatlanmamaigtar.

Bir baska 8nemli olguyu da belirtelim: Mide kanseri olan
hastalarda normal bireylere oranla kandaki histamin konsantrasyonu yuk-
sektir (183).

Bununla birlikte,mide bslgesindeki histamin,allerjik alanin
disandadir. QUnkU salinimi buglnkU bilgilerimizin i1gidinda immunolojik

mekanizma igermez (43).

2.4Histamin Reseptdrleri

Gerek immunolojik, gerek dogrudan yapili bir stimulasyonun
ardindan histamin mast hUcresi veya bazofillerden enerjiye bagimli bir
mekanizmayla“explosive” bir sekilde salinir. BugUn Hl’HZ’HB seklinde
siniflandirdiimiz reseptdr merkezlerine baglanmadan sonra histamin
etkisini uygular; bu reseptdr merkezlerinin her birine 6zglu antihistami-
nikler bulunmoktadir (34,79,80,148,150,184).

Bugln antihistaminik bir ajan histominin birgok farmakolojik
etkisini azoltabilen veya engelliyebilen bir ilag ve /veya histaminin
olusturdudu cevaba diametral olarak karsszt bir cevap olugturan bir ilog
olarak tanimlanir.DusUnUlen etki sekli histaminik ajanla histamin arasinda

dokudaki reseptsr maddeye kar§1 yarismali bir antagonizma olarak kabul
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edilir;antihistaminik ajanin resept®dr madde veya etki merkeziyle birleg-
mesi histaminin 8zgUn etkisini doku Uzerinde uygulamasina engel olabilir.
Bu septomlara dayanan bir tedavidir (185). Antihistaminik arastirma
1937 'de ilk defa Pasteur Enstitustnde (Fransa'da ) BOVET ve STAUB (186)
tarafindan baglatilmig ve bu yazarlar antihistaminik bir oktiviteye sahip
bir seri tersiyer amini belirtmislerdir. Bu maddeler klinikte kullanim
igin toksik olmayan bazi tUrevleri dnerilmigtir (187,188). Bir seri diger
antihistaminik de bunun ardindan ortaya gikmigtir. Ancak bu bilesiklerin
ne histaminin bUtUn etkilerini ne de allerjik reaksiyonun butin belirti-
lerini engelliyemedikleri gabuk anlasilmistir. Bunlarin etkinlikleri fark-
11 tUrlere gdre de§ismekteydi. Insanda,yararlari allerjik reaksiyon tipi
ile degisiyordu. Ornedin : Anaflaktik gok sirasinda bu maddeler kan basin-
cinin azalmasini,astim sirasirda bronkospazmi engelliyemiyorlardi ama
buna karsilik allerjik rinit, saman nezlesi, Urtiker veya bscek sokmasi-~
nin yerel reaksiyonlarinin septomlarani bcsitle;tiriyorlcrdl. Bu ilagla-
rin antihistaminik aktivitelerine ilaveten lokal anestezik aktiviteleri
ve atropin benzeri aktiviteleri de bulunmaktaydi ve bu sUphesiz klinikte
kullanilmalarina yardimci olmugtu (51).

2.4.1 H, reseptdrleri

1
1966' da ASH ye SCHILD histaminin farmakolojik etkisinin en

azindan iki farkli tip reseptsr tarafindan elde edildigini (189) &nermis-

ler ve H,sembolUnUn prometazin ve mepiramin varliginda gszlenebilen bir

1
7
farmakolojik etki olugturan histamin reseptérUnU betimlemek igin kullana-
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bilecedini 6nermi§lerdir: Ayrica bu sekilde inhibe olmayan histaminin
farmakolojik etkilerinin, dijer resepttrleri ise karigtirmasi gerektigi
sonucuna varmislar ve bunlarin belirlenmesinin &zgln antagonistleri
kesfetmeyi gerektirecegini kabul etmisglerdir. O zaman igin inhibe olmayan
bu etkiler,kalp ritminin ve sigan uterusunun uyarilmasiyla gastrik sala-
nim1 igermekteydiler.
H1 Reseptodrleri &zellikle bronsiyal ve gastrointestinal duz
kaslarda ve beyinde bulunur. Histaminin Hl reseptdrU hedef hiUcrenin kris-
tolleri igindeki C02+ konsantrasyonunun artmasiyla &zel davranan resep-
t6r sinifina girer (34,139).

Klasik antihistaminiklerin segici Hl antagonisti oldugu gs-

rUlmUstUr. Ancak segici H, antagonistlerinin bulunmasinin zor oldugu anla-

1
silmigtir. Histomin hala en gUglU agonisttir; segicilikte gelisgmeler kay-
dedilmesine ragmen, histamin molekulunde yapilan kuguk degisiklikler

Hl réseptdronUn aktivitesini buyUk 8lgUde azaltar. Ornedin : Histaminin

yUksek N® alkil anologlari histamine nazaran oldukga zayif agonisttir
( 34).

Difenhidramin sinifi ilk Hl antagonisler NAUTA ve REKKER gru-
bunca ortaya gzkarilan ve nicel yapi-~aktivite iligkileri hakkinda bilgi
edinilen ilk maddeler arasindadir.Bunlarin genel formulu gekil 2-2 de gbs-

terilmigtir.Klasik H,antagonistlerinin sakinlegtirici yan etkileri bulunur.

1
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ancak,aller jik durumlar igin klinik kullanimlari,allerjik reaksiyonun di-

ger mediatdrleriyle girigimlerinin yetersizligi nedeniyle,sinirlidir. Hl

reseptdr antagonistleri astma tedavisinde de kullanilirlar(34,139).

Baza H1 antagonistlerinin insanda,fare ve kobay beyninde den-

ge disosiyasyon sabitleri KD (34).

H1 antagonist tnsan Kobay Fare KD(nM)
Mepiramin ‘ 1.0 0.8 9.1
Triprolidin 3.7 0.2 5.4
d-Klorfeniramin 4.2 0.8 9.1
1-Klorfeniramin 350 200 500

R, Hy
>X—CH1—CH2—N
R; CH,

Sekil 2.2 Klasik Hl antagonistlerinin genel formUlu

H, AGONISTLER?

N
7~ CH;-CHp-NH, HN/\’Cﬂz‘Cﬂz'N(Cﬂs)z HN }-cnz-cHz-NH2
Histamin N,N-Dimetil histamin 5-(2-etilamin)1,2,4-Triazol

S

N~ CH,-CH,-NH

?— 2-CH;-NH, [ />—CH2-CH2-NH2 O—CHZ-CHZ-NHZ
N =1\

2

netil histamin 2-(2-etilamin) tiyazol 2-(2-piridil) etilamin
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H4 ANTAGONISTLER}

RPN O
N 'CHz'CHz'N(CH3)2 CH'O‘CHI‘CHz'N(CHs)z
\ N @
"/,
Pirilamin veya Mepiramin (NEQO-Antergan) Difenhidramin (Benadril)

—N N —N
Br@CHa-on-CHz-CHz-CHz-NH—</ }CHQQCH;;
N
oH

CHj

Ternelostin OH
O oot { Yo

F

Q -T;rfeno drin
H,C
N
/>—NH—<:/\N -CHg-CHz-CHz@ OCHs
N

Astemizol

LA -

S-CHZ-CHZ-NH-CH-NH-CHZ-CHQ-CHZ"K/N

VUF 8401

Cl

C}\ /CHa' N<j CHQ'CHQ"N (CH3)2

N
7\ \ 7

=N Triprolidin Klorfeniramin
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2.4.2 ﬂ2 reseptérleri

1972'de Ingiltere'de Smith Kline and French labratuvarlarinda
BLACK ve arkadaslari(191)burimamidin imidazol tUrevinin yani N-metil N'
(4,5-imidazolil butil)tiyoUrenin farmakolojik 6zelliklerini vesentezini
agikladilar. Burimamidin,gastrik asit salanimina,kalp ritmine,sigan uterus
kasilmasina histaminin e?kileri karsisinda,yarismali antagonizmaya sahip
oldugu gdsterildi. Bu yeni tUr reseptdrlere H2 adiny. verdiler.llging nok-
ta,bu yeni bilesigin baslangigta s8z konusu olan antihistaminiklerin bloke
ettigi histamin etkilerini bloke etmemesiydi. BLACK ve arkadaglari,H, ve

1

Hzreseptﬁrlerinin 4-metil histamin ve 2-metil histamin bilesikleriyle de
birbirinden ayirt edilebilecegini gdsterdiler. Bbylece 2-metil histamin
Hl reseptdrlerini iceren dokular Uzerinde etkili oldugu halde,4-metil his-

tamin Hl reseptdrlerinin dokulari Uzerinde zayif etki gdsteriyor ancak H2
reseptdr dokularini guglyu sekilde uyariyordu. Kimyasal yapi benzerligin-

den yararlanilarok metiomid (192), simetidin (193) gibi buytk H reseptsr

2
antagonistleri sentezlendi ve bunlarin farmokolajik szelliklerinin
burimamidin benzeri olduklari bulundu. Simetidin sentezi metiamid verilen
hastalardaki agrantlasitoz olgusuna gare aranmasinin bir sonucudur(194).
AgranUlositozdan sorumlu gsrUlen metiamidin tiyoUre kismi yerine simeti-
dinde bir biyonaguanidin grubu yerlesgtirilir. insanda ve hayvanlarda(194)

simetidin gastrik asit salinimini inhibe etmek igin metiamid kadar etki-

1i oldugu halde,hayvanlarda hematopoyetik toksisiteden yoksun gézUkUyordu

(195).
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H2 antagonistleri gastrik asit solinim yaninda c-AMP Uretimi-

ni de inhibe ederler. Bdylece,®rnegin simetidin,ranitidin ve famotidin

gibi H, antagonistlerinin ,adenilatsiklaz reseptér sistemiyle girisimde

2
bulunabilecedi dusUnUlmUstUr(34).

Bu H2 reseptdr antagolistlerinin ortaya konusu histamin ile

ilgili bir ¢ok biyolojik cevabi ve de histaminin gastirik salinimi fizyo-
lojisindeki rolunU tanimlamaya yardim etmigtir (169).

Spesifik H2 agonisti elde etmek igin pek gok histamin turevi
yapilmistir. 4 pozisyonundaki metil grubu yerine etil,n-propil veya
n-butil gruplarinin yerlestirilmesi dusunulmustur. llk gergek segici ve

guglu H, agonisti dimaprittir. Histamine gok benzeyen yapiya sahip dimap-

2

ritin izotiyolre pargasiyla histaminin imidazol halkasi ayni 6zelliklere

sahiptir. 1978' de bulunan H_- agonisti impromidin kobay atriumunda hista-

2

minden 4810 kat doha aktiftir ve histaminin H, reseptsrU igin zayif anta-

1
gonisttir (34).
H, AGONISTLER}

}4N——§&— HN \

4\N CHa-CH-NH, (\N CHy-CHo-N(CHa)
Histamin N,N Dimetil Histamin
=

HN—N N/> CH,— CH,—NH,

<\N>—CH2-CH2-NH2 | N

Belozol | Hish:log)

§-(2-etilamin) 1,2,4-Triazol
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Hy AGONISTLERI
R=\N\/\NH2 HaN_ S ~_NH:
A NH

4-metil‘H1stamm Dimaprit

N
NH \I )
/=.(\/\N/U\N/\/S N

HN. _N H H

A .
Impromidin O
NH

VUF 8401

Hp_Antagonistleri

HSCFYCH2-S~CH2-CH2-NH-Q-NH-CH3

HN_ N S =\ (CH2)4~NH-g-NH-CH3
A HN. _N
_ \F
Metiomid Burimamid
H3CF‘CHz-S-CHg-CHa-NH-?—NH-CH;,
HN\/N NCN
Simetidin
N ~
N, o) .
e on N Ro,
Nog -NHz HoC
¢ 2 Ranitidin

NH, Tiotidin
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o)
HsC7___‘CH2-S-CH2-CH2-NH I;Ij/ O)
NN Oksmetidin

OCHj

H3C \ CH:3

N -
s—& N-SO,-NH, />-§-CH2 N
) NL\N CHy-S-CHy-CH,-C-NH, HaCO N O
-C

L

NH, Famotidin Omeprazole

O —
N CHz—O CHs
3H3)N'CH2'U CHz-s-CHz-CHz-NH-L)Nj \ N

O

HoN

Lupitidin (SK F 93479)

CH,-8-CHp-CH,-NH-C-CH,-C=CH

C
s — NCN

N s
B2 N~n
Etintidin N~ CH2 OCHQ‘CHQ'CHz-NH —<\ /”

N CH,-OH
Lokstidin

CHj

N-n
N-CH, OCH,-CH,-CHy-NH— B
N

Lomtidin

2
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CH, N =C-N-CH(CHay),
/—31\\_/ N h
S N = Mifentidin
N N
Ny NH. N
¢
NH,

.
G
N O/\/\ﬁy

Zolamidin
H H
N N N ,CHQ'CH:;
Y N CH,-CHa
A ~g%

N

E 1309
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2.4.3 ﬂg reseptérleri

Histaminin H3resept6rU ilk defa J.C. SCHWARTZ grubu (1983)

tarafindan, fare beyin dokusunu kullanarak histaminin saliverilmesinin
kontrultnden sorumlu histamin reseptdrunln alisilmamig farmakolojik 6zei-
liklerini tonimlamok omaciyla ortaya otxlm1;t1r(l84).H3 reseptdr terimi,

8nceleri H, reseptdrlerinin alt sinifi ve H, reseptdrlerinin alt sinifi

1
gibi dugtnulmustUr(34). Fare serebral korteks depolarize pargalarindan

2

histaminin kendi salinimini inhibe ettiginin gdsterilmesi neticesinde H3
reseptéru Hl ve H2 reseptdrinden oyr11m1§t1r.Histamin,H3 reseptdriyle
prevaskUler sinir uglara Uzerinde karsilikli etkilesir;bdylece kobay me-
sentrik arterinde sempatik nerotransmisyonunu deprese eder. Bu 8zellik
beyindeki H3 resepttrleriyle etkilesimin benzeridir(148). Yodunluklari
beyin proteinlerinden daha az olmasina ragmen bazi periferik dokularda da
(6zellikle akcigerde) H3 reseptorleri teshis edilmigtir(34,148,150,196)
H3 reseptdrUne segici ilaglar Uzerine yapilan galigmalarda
ARRANG ve a -metil histaminin, histaminden 15 kat yUksek kuvvetle tam ago-
nist olarak davrandigi bulunmustur(184). D-histidinin R konfigUrasyonu ve
N -metil-l-kloro metil histaminin, trisyumlu histamin salinimini maksimal
duzeyde inhibe eden(aynen ekzojen histamin igin oldudu gibi) H3 reseptdr
agonisti olarak davranirlar(194).

. (+)tzomerler (L-Histidin S konfigtirasyonuna uygun) H3 resep-
tdrunde yUksek oranda tercih edilir. Sapromin ve onun S-enantiomeri ben-
8 Mj H

zerpotansiyelle (5.6x10-8 M ve 4.5x10 reseptérlerinde histamin

3
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antagonisti olurck.davr_anlr (196). Trioperamid kuvvetli ve segici bir H3
antagonistidir (184).
Histaminin ve 3([3-ominometil) pirazol AEBS'ye afinite gdster-

medigi igin yozarlar yeni bir grup histamin bulundugu sonucuna varmiglar-

dir. Fakat bsyle bir sonucu kabul etmek henUz gok erken oldugu dusunul-

mektedir(34).
Hz ANTAGONISTLERI
N \ CHE_ N
(CH )3-NH-9-NH-(CH2)2-S-CH2'<‘

Impromidin

N ; < : N
<\ \ N'Q'NHO K/X" CH2'CH2'NH-9-(CH2)3©
N—/ S N 0

Tiyoperamid N-(4-fenil butanoil) histamin
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2.5 Kan Plazmasinda Histamin-Metal lyonlari Girisimlerinin Simulasyonu

Eger mide histamini sorununu bir kenara birakip histaminin
insan vlcudunun tUmU Uzerindeki etkileri ile ilgilenecek olursak (&rn:
anestezikler veya plazma sUbstitulerinin enjeksiyonlarinin sonucu kayde-
dilenler gibi) ilgilendigimiz buUtUn birimlerde ortak nokta kan plazmasidir.

Ote yandan,mide salinimi stimulasyonu ve bazofil azalmasi he~
men hemen plazma histaminin azalmasina pareleldir. Plazmadaki histamin
konsantransyonu gesitli yazarlar tarofindan belirlenmistir. (Tbl:2-3)

Biz normal halde plazmadaki histamin konsantrasyonu olarak
DOENICKE ve LORENZ (84) 0.69+ 0.26 ng/cm3 degerlerini kabul ettik, ug
degerler olarak 0.1- 1.4 ng /cm3 dusUnuldu. Tum kandoki ortalama histamin
konsantrasyonu olarak ise 54+ 18 ng/cm3(84) ve ug degerler 17-86 ng/cm3
olarak alindi. Burada tUm kan histamininin &zellikle bazaofillerde yer
aldigini belirtelim.

Histaminin dogrudan salinmasi durumunda histamin salgilatan
ilacin (43) ve histaminin kendinin (84,85) plazma oranlari gdzlenen etki-
lere dogrudan baglidir. Insanda plozma histamininin bazi tayin ydntemleri
yardimiyla iyice tanimla klinik etkilere tekabul eden egik konsantrasyon
deerleri saptanabilmigtir (85).

Histaminin plazmada ligond olarak koordinasyon yapici glclnUn
hangi 8lgUde bazi metal iyonlariyla salinim ve/veya farmakodinamik etkisi
arasinda agifa gikarilan girigimleri etkiledigi , gok bUyUk Sneme sahip

olacaktir (207).Trisyumlu simetidin uygulanan ilk radyoligandtir (34).
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Tablo 2-3 Cesitli ydntelmerle 8lgUlen insandaki histamin plazma

‘konsantrasyonlara

Histamin kons. Sinir degerler Yéntemin Referans
ng/cm3 r\g/cn}3 ilkesi

- (0.0 - 1.0) (197)
0.62 (0.1 - 1.4) Fluorimetri (198)
- (0.3 - 1.4) Fluorimetri (199)
0.61 (0.4 - 1.0) 1zotop (200)
0.5 - 1zotop (201)
0.5 (0.0 - 1.1) Fluorimetri (202)
0.0 (0.0 - 0.3) Fluorimetri (203)
0.46 (0.0 - 1.24) 1zotop (204)
0.3 (0.0 - 0.9) Fluorimetri (205)
1.0 1zotop (159)
0.69 (0.1 - 1.4) Fluorimetri (84)
0.61 (0.4 - 0.8) FLuorimetri (206)

Bu amagla klinik belirtilere tekabUl eden konsantrasyonlarda
histaminin olugabileceg§i komplekslefin dagilimi analiz edilebilir.

Elimizde bdyle bir analiz yapma olana§i mevcuttur. GunkU dustk
molekUl kutleli metal komplekslerin plazma dagilimini bilgisayarda tasarla-
yan bir model var olup (208,209,210) stz konusu metal iyonlarinin histamin
ile olusturdugu ikili kompleksler (binerler ) ve s8z konusu metal iyonla-

rinin histamin ve diger dusuk molekullt ligandlarla olugturdugu (terner)



komplekslerinin denge sabitlerinin bilinmesi durumunda bu similasyon mo-

deli kullanilar.

Tablo: 2-4 Vendz kanda plazma histamin konsantrasyonunun artmasinin

insandaki biyolojik reaksiyonlari (Esik degerler (85))

Histamin Kons. Fizyopatolojik

(x 10_9mol dm-3) Reaksiyonlar

0- 9 Reaksiyon yok (Normal degerler)
9-18 Gastrik asit salinim

27-45 Kardiak frekansin yuUkselmesi
54-72 Arteriel basing azalar
63-108 Bronkospazm

900'e doyru Kalp durmasi
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DENEYSEL GALISMA

3.1 Histaminin Miktar Tayini

Alkali pH'da o-phtalaldehyde kondonsasyonuyla‘fluorasons 8lgu-
mU ,dUsUk molekUl adarlikli biyojenik aminler ve aminoasitler igin hassas
deneme olarak kabul edilmistir(211): amino asitler,amino sekerleri,poli-
aminler,glutation gibi... Histaminin fluorimetrik 8lgUminde bu maddelerin
mUdahelesi Ug yoldan olur (127).

a) o-Phtalaldehyde ile tepkimeye sokulmasindan sonra histamin

benzeri fluoresans veren maddeler: Bu sekilde,histamini taklit ederek,

reaksiyona mUdehale eden maddelerin varlidi uzun zamandir bilinmektedir.

Tablo 3.1

Tablo 3.1 Butanolle ekstraksiyon ve OPT ile kondansasyondan sonra hista-

mine benzer fluoresans g8steren maddeler

mol/l1
Spermidin 4x10_5
Noradrenalin 5x10_4
Spermin 4x10“4
Putresin 3)(10-_3
Triptamin 5x10n3
5-0H Triptamin 5x10-3
Adrenalin l()_2
3-OH Triptamin 1072
Met1lhistamin 2x10"2
Adenin 6x10-2

'

1-Konsantrasyonlar 5x10_7mol/l histamin ile ayn

fluoresansi verecek sekildedir.
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b) Histamin fluoresansinin bastirilmasi: Metilhistamin,tira-

min ve triptamin bu iligkide oldukga etkildir.Hem metilhistamin, hem de
tiramin kendilerinin maksimum inhibitsr etkisini kondansasyon sirasinda
OPT igin bir yaris oldugu zaman ortaya koyarlar Tablo 3.2

Tablo 3.2 Histamin fluoresansinin biyojenik aminlerle dnlenmesi

1
| ED50 mol/1l
Metflhistamin 3x10~4
3-OH Tiramin 1073
5-0H Triptamin 1073
Tiramin 3x10-3

1- Butanol ile ekstraksiyon yapildiktan sonra ki analiz
yop11d1§1 zaman 5x10-7mol/l histaminin fluoresansini

% 50 bastiran konsantrasyonlar

c) GuUnigi8i veya UV 1sidiyla OPT OrUnlerinin Bnisinlanmasi

veya uyarilma sirasinda histamine benzer fluoresansinin artmasi:Bu tip

engelleme amincasitlerde zellikle histidinde gsrulur. Tablo 3.3
Fluometrik &lgumde OPT ile kondansasyondan 8nce bu maddelerin
vzoklastirilmosi igin gesitli saflagtirma ybntemleri tavsiye edilmigtir.
Butanol ekstroksiyonu mUdahaleci maddelerin Uzerinde histamin segiminde
oldukga etkili olmasina ragmen mUdahaleden sakinmak iqin‘yeterli degil-

dir. Bundan baska iyon dedistirici kromotografi ve HPLC y8ntemleri de
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kullanilmaoktadir.

Tablo 3.3 UVA ile 6niginlanmasiyla OPT ile aminoasitlerin kondansasyon

ranlerinin artan fluoresansinin de§igimi

Konsantrasyon Fluoresans Fluoresans Max.ulasin- Butanol eks-

Amino asit mol/1 0" zamanin maksimum cayakadar  traoksiyonu
da 20 m2 UVA 8nisin ile aoktivi-
lanma zama te %
ni min.
Histidin 3x1078 29% 2 195+ 8 2 12
Arginin 1074 9 %0 79+ 3 30 7
Sistein 1073 751 23217 30 18
Tironin 2x107° 450 185+2 10 3
Glisin 1072 5%0 208+7 30 1
Glutamin 1072 5%1 148+17 30 10
Alenin 1072 13+ 2 133+7 30 20
Serin 1072 11+°1 167+23 30 i,
tzolosin 1072 2F0 133%3 30 37
Asparajin 1072 0 113+3 30 0

1. Gosterilen konsantrasyonlarda amino asitler el metoduyla OPT ile reak-
siyona sokulur. UVA 1181 zamanin gesitli uvzunluklari igin 3J/8 min

dagilim gdsterir.

Dowex WX8 li iyon dedistirici kromatografi ile ayirma uygun
degildir (212). Bazi yazarlar bu diugUnceye katilmamaktadir.Kisacasa bu
farklilik igin,nedenlerde belirsizlik mevcuttur.

HPLC ve gaz kromatografisi rutin galigmalar igin uygundur.

1
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Fluorimetrik histamin deneylerinin avantajlari igin agagidaki
dnlemlerin alinmasi tavsiye edilir.

(1)- Gergek histaminin kullanilmasiyla; 8rnek, histamin fluo-
resansiny ortadan kaldiran maddeleri igermez.

(2)- Histamin azalan enzimler diaminoksidaz ve/veya metiltrans-
ferazan alindigar rnekler histamini toklit eden maddeleri igermez veya
sadece sindirilebilecek miktarda histamin olarok hesaba katilabilir.

(3)- Uyorilma dalga boyu 151k etkisinin uvzamasi,fluoresans
aktivitesinde belirgin bir artma olmaz (212).

Histamin dugUk molekUl agairlikli biyolojik aminler ve amino-
asitlerden ayrildiktan sora OPT ile Fluoroforunun olugmasi 1ki basamakta
olur; kondansasyon ve asitlendirme (213).

Histaminin alkali ortamda o-phtalaldehyde ile reaksiyona so-
kulmasiyla dayaniksiz fluoresans Urtnleri olusur (F (Baz)). Ilk basomak-
ta histamin o-phtalaldehyde ile kondanse olur ve "Schiff bazi" olugur
(hemen tetrahidropriimidazole déner). SolUsyonun pM' sinin 2-4'e kadar
asitlendirilmesiyle stabil UrUnler verir (F (asit))(2ll). Histaminin o-
phtalaldehyde ile kondansasyona sokulmasindan 4 dakika sonra fluoresans
kuvveti maksimuma ulasir ve daha sonra azalmaya baglar.Histaminin optimum
fluoresans alani igin reaksiyon karigamin pH'sa 12.4-12.7 arasinda olmali-
dir.Histaminin OPT ile kondansasyonu fosforik asit ilavesiyle pH2-3.5'e
ayarlanarak durdurulur.OPT-histamin kompleksinin fluoresansi asit pH da

hem daha stabil hemde daha kuvvetlidir.pH 3.3 de histamin stabilitesi
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en az 20 saot oda sicaklifinda korur (211,213,214).
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A- Histaminin 37° deki hidrojen iyonu ile komplekslegmesinin pH'a

bagimli degisimleri (protanasyon)
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C-A'da kullanilan verilerden elde edilen 37°C deki protanasyon sabitle-
rinin kullonimi ile hazirlanan histominin gegitli turlerinin pH'a bag-

li o -kesirleri
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RPY [
100}

Histaminin OPT ile kondansasyon UrUnlerinin asidik ve bozik

ortamda bozunmasi
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3.2 Histaminin stabilitesi

Saklanan seyreltik histamin klorUr g¢bzeltilerinde bakteriyal konta-

minasyon (tam miktarlar dedisik konsantrasyonlardan alinmigtair).

Haftalar Aylar
Saklanma sicakliga ——— - _—

1 2 3 4 2 3 ¢

4°c ’ - - - - -+ +
0.5mg/ml

20°C - - - - -+ -
0.8mg/ml

"18°%C y - & - - 4 -
0.1lmg/ml

- : Bakteriyal kontaminasyon gérUlmUyor.
+ : Belirtilen konsantrasyonlarda bokteriyal konteminasyon g&rul-—
mektedir.

* : Bilinmemektedir.

Histamin kloruUr g¢tzeltilerinin dayanikliladi yapilan galisma-
lar igin gok 8nemli bir fakt®drdur. Yapilan galismalarda 4 ve /veya -18°%c
de saklanan histamin klorUr ¢8zeltilerinim en az é ay stabil oldugu gb-
rUlmustUr. Sayet konsantrasyon 0.25 mg/ml den yUksek ise 20°C de saklanan
histamin klorUr ¢tzeltilerinin aktivitesi en az 6 ay stabildir ve eger
0.25 mg/ml den daha az ise stabilite 4 haftadan daha azdir ve agildiktan
sonra bir hafta iginde kullanilmalidir.3 ay saklanan 0.5 mg/ml den daha

seyreltik gtzeltilerde bakteriyel kontaminasyon gérulmustUr fakat mantar
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Urememigtir (215).
Histaminin gdzeltileri, 12°C de 151k gegirmeyen, koyu renk

plastik siselerde saklandiklari zaman 8 ay dayaniklidar(216).

A i A

12 20 24 hofta |,
saklamag sures\
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3.3 Kullanilan Cihazlor

Galismalarda SHIMADSU Rf 540 spektrofluorimetri ile kuvars
kivetler kullanilmig,gtzelti ve tampon pH'lari SCHOTT MAINZ pH metresi
ile 6lgUlmUs,elektrot olarak SCHOTT MAINZ kombine cam elektrotundan

yararlanilmigtar.

3.4 Kullanilan kimyasal maddeler ve hazarlanon gdzeltiler

3.4.1 Calismada kullanilan kimyasal maddeler

Histamin 2HCl (Sigma)
NaCl (Riedel)
KCl (Merck)
Borik asit (Merck)
n~Butanol (Riedel)
n-Heptan (Merck)
HC1 (Merck)
NaOH (Merck)
H3PQ4 (Riedel)
Metanol (Merck)
o-phtalaldehyde (Hiedel Berg)

3.4.2 Hazirlanan Cszeltiler

Histamin 2 HCl : Salin ile hazirlanan 10-2 M. lik stok ¢o=
zeltiden salin kullanilarak gegitli seyrelmeler yapilarak hazirlandi.
Salin ¢dzeltisi 8.482 g. NaCl, 0.3725 g. KC1 1000 ml su ile

‘seyreltilir.

1 N.NaOH 3 N. NaOH

I

% 50 NéOH , 2 M. H3P04
0.05 N. HCL ’
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o- phtalaldehyde: 0.005 g OPT 0.2 ml metonelde ¢&zUndurtlur

ve borat tamponuyla 10 ml' ye seyreltilir (214).
Borat tamponu: 3.095 g. borik asit 90 ml. distile suda ¢&zUn-

durtlur. % 50 NaOH ile pH 12.3'e ayarlanarak 100 ml'ye tamamlanair.

3.5 Calisma Yontemi

Galisma iki agamada gergeklestirilmigtir.Ekstraksiyon ve flu-
orimetrik 8lgUm . Fluorimetrik islemde de o-phtalaldehyde-histamin fluo~
forunun olugmasi iki basamakta olur (213).

a) Kondansasyon basamagda

b) Asitlendirme basamada

3.5.1 Ekstraksiyon safhasi

Degisik konsantrasyonlarda hazirlanon histamin klorUr ¢szel-
tisinden 1 ml, iginde 300 mg NaCl ve 1.25 ml n-butanol igeren tuplere
alinir. 0.1 ml 3 N. NaOH birden ilave edilir. 1 dakika 5 dakika 2000
rpm de santrifuj edilir.Butanol (Ust faz) 1 ml, iginde 1.9 ml n-heptan,
1.2 ml 0.05 N. HC1. igeren tUplere alinir. .] dakika g¢alkalanir. Razlarin
ayrilmasi igin 5 dakika dinlendirilir.

3.5.2 Fluorimetrik 8lcum

Kondansasyon safhasi: Asit fazdan 1 ml (alt faz) alinmir,Uzeri-
ne 0.5 ml 1 N. NoOH ilave edilerek pH 12.3 e ayarlanir.0.1 ml OPT ilave-
siyle histomin ile OPT nin kondansasyonunun saflanmasi igin 7 dakika enku-

basyona bairakilir (211,213).

Asitlendirme safhasi: 0.4 ml 2. M. H3P04 ilave edilerek,
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bozunma durdurulur ve 15 dakika bekledikten sompa 360/440 nm de fluoresans
gsiddeti okunur.

3.5.3 Kérun hazirlanmasi

Kor ekstraksiyon safhasindan gegirilmeden direk fluorimetrik
8lgUm asamasindan baglanarak hazirlanir. 1 ml salin g¢szeltesinden alinip
Uzerine 0.5 1 N NaOH ve 0.1 ml OPT ilave edilir. 7 dokika enkUbasyona

birakilar ve 0.4 ml 2 M.H_PO, ilave edilir, 15 dakika bekledikten sonra

3 4
360/440 nm de fluoresans giddeti okunur.
~80 ~ 80
- 680 —60

~40 40

- 20 =20

)

Histominin OPT ile verdigi kondansasyon UrUnlerinin 15 ve 50 dakikaki
spektrumlari
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Histaminin OPT ile verdigi kondansasyon Urtnlerinin 15 ve 50 dokik
spektrumlaora
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3.6 Deneysel Bulgular

3.6.1 Fluoresans siddetinin kararliliginin saglanmasi

Fluoresans siddetinin kararliliginin saglonmasi igin ilk ago-
mada; asillendirmenin yapilacayi asit ve optimum pH belirlendi. 2 M. ile
pH 1.9'a ayarlanarak 10-5M. ile 10—7m. arasi (1.841- 0.01841 Mg/ml) kon-
santrasyonlarda ekstraksiyon islemi yapilarak ve bu islem yapilmadan dog-
rudan fluoresans siddetinin okunmasi yoluna gidildi. Yapilan galigmalarda
histamin- o-phtalaldehyde kondansasyonunun durdurulmasindaniisonra zamana
karsa okunan fluoresans siddetlerinde, her iki halde de belirgin bir de -
gigme olmadigr gdzlendi. Bu galismalarda elde edilen verilerden bazilari

Tablo 3-4 ve 3u-5 de gbsterilmigtir.

Konsantrasyon 15 dokika 50 dakika
M Ma/ml sonraki fluoresans siddeti

107 o0.01841 23.3 25.6

2.5 x 107 0.04603 24.5 26.3
5x 107 0.09205 26.0 27.3
7.5 x 107/ 0.1381 28.1 27.4
107¢ 0.1841 33.2 33.8

2.5 x 10°¢ 0.4603 39.5 38.8
5x10°¢ 0.9205 43.0 39.8
7.5 x 107 1.380 55.0 62.0
107 1.841 59.2 55.2

Tablo 3-4 Cegitli konsantrasyonlarda ekstraksiyon yapilarak histaminin

OPT ile verdigi kondansasyon UrUnlerinin zamana kargi okunan

fluoresans siddetleri
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Konsantrasyon 15 dakika 50 dakika
M ﬂb/ml‘ sonraki fluoresans siddetleri

107 o.01841 8.1 8.8

2.5 x 107/ 0.04603 12.4 12.3
5x 107 0.09205 13.2 16.2
7.5 x 107/ 0.1341 18.8 18.2
107 o.1841 26.8 25.2

2.5 x 10°¢ 0.4603 39.5 38.8

5x 107° 0.9205 81.5 88.3
7.5 x 107 1.380 - -
10°° 1841 - -

Tablo 3-5 Gesitli konsantrasyonlarda ekstraksiyon yapilmadan histaminin
OPT ile verdigi kondansayon UrUnlerinin zamana karsgi okunan

fluoresans siddelleri

Yukaridaki verilerden gdruldudu Uzere dedisik konsantrasyon-
larda yapilan galigmalarda histamin ile OPT arasindaki reaksiyonun durdu-
rulmasindan 15 ve 50 dakika sonra belirgin bir artma olmadidi gérUlmekte-
dir.

3.6.2 Kalibrasyon edrisinin gizilmesi

Galigmalar iki sekilde gergeklegtirilmigtir.ilk olarak belir-
lenen galigma ydnteminin ekstraksiyon safhasindan baglayarak, tUm ydnte-
min uygulonmasi ve ikinci olarak ekstraksiyon safhasi yapilmadan direk

fluorimetrik 8lgUm safhasinin kullanildigi ydntem.
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Yapilan tUm galigmalar igin 1.841 mg/ml-0.01841 Mg/ml kon-
santrasyon aralifi segilmistir. Bu konsantrasyonlar kullanilarok iki se-
kil uygulamanin sonucunda elde edilen veriler Tablo 3-é ve 3-7 de ve bu

verilere dayanarak gizilen kalibrasyon edrileri $ekil 3-7 verilmistir.

Konsantrasyon 15 dakika sonraki
M Mg/ml fluoresans siddeti

1077 0.01841 20.5

2.5 x 107/ 0.04403 24.5
5x 107 0.09205 28.3
7.5 x 1077 0.1341 33.1
107 0.1841 36.3

2.5 x 107¢ 0.4603 42.6
5x 107¢ 0.8921 48.2
7.5 x 107 1.380 54.4
107 1.841 58.4

Tablo 3-6 Cesitli konsantrasyonlarda ekstraksiyon yapilarak histaminin-

OPT ile verdigi komdansasyon Urlnlerinin fluoresans siddetleri
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Konsantrasyon 15 dakika sonraki
M Mg/ml fluoresans giddetleri

1077 0.01841 37.5

2.5 x 1077 0.04403 52.0
5x 107 0,09205 58.2
7.5 x 107/ 0.1341 70.9
107 0.1841 80.0

2.5 x 107 0.4603 86.0
5xx 107% 0.8921 99.6
7.5 x 187% 1.380 102.0
107 1.841 116.0

Tablo 3-7 Cesitli konsantrasyonlarda ekstraksiyon yapilmadan histaminin

OPT ile verdigi kondansasyon UrUnlerinin fluoresans siddetleri

Ayni sartlorda yapilon iki ayri golismada ekstraksiyon yapi-
ladak okunan fluoresans siddetinin, ekstraksiyon yapilmadan okunan fluo-
resans siddetlerinden daha yUksek olduju gsrulmektedir. Ekstraksiyon ig-
leminde gesitli kayiplarin oldugu gézénUne alinirsa, bu sonucun elde edil-

mesi dogaldar.
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Sekil 3-7 Qesitli konsantrasyonlarda ekstraksiyon yapilarak ve ekstraksi-
yon yapilmadan okunan histamin-OPT kondansasyon Urtunlerinin
fluoresans siddetleri

@ — Ekstraksiyon yapilarak elde edilen kalibrasyon egrisi

& s Ekstraksiyon yapilmadan elde edilen kalibrasyon edrisi
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Degisik konsantrasyonlarda istenilen sonucun elde edilmesi
10

Uzerine daha seyreltik komsantrasyon araliginda 10_7 M.- 10 — M.arasinda

(l.84lx10—2- l.84lx10-5 Mg/ml ) histaminin o-phtalaldehyde ile verdigi
kondansasyon Urtnlerinin fluoresans giddetlerinin okunmasi yoluna gidil-
di.Ekstraksiyon yapilmadan bu konsantrasyon araliginda bir &n galisma ya-
prldi. Bu galismaya ait veriler Tablo 3-8 de ve bu wverilere dayanilarak

gizilen kalibrasyon edrisi Sekil 3-8 de verilmigtir.

£0L
40+ ‘
.
QO‘L ©
H ! i1 { 3
o Y T XA L8y xle™ RS l.equ‘e""

Kwan-}ras\,-n ( ﬂj/ml )

Sekil 3-8 Cesitli konsantrasyonlarda ekstraksiyon yapilmadan okunan his-

tamin- OPT kondansasyon UrUnlerinin fluoresans giddetlerinin kalibrasyon

edrisi
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Konsantrasyon 15 dakika sonraki
M Ma/ml fluoresans siddeti
10710 1.841x10™° 14.4
1077 1.841x10” 21.9
1078 1.841x107 30.2
1077 1.841x1072 39.2

Tablo 3-8 Cegitli konsantrasyonlarda ekstraksiyon yapilmadan okunan

histamin-OPT kondansasyon UrUnlerinin fluoresans siddetleri

Bu sonuglardan, histamin tayininde geligtirilen ysdntemin her
iki konsantrasyon aralignda da (gerek derisik gerekse seyreltik) uygulana-

bilece§i saptanmigtair.

3.7 Cinko~Histamin-Glutamik asit kompleksinin incelenmesi

On deneme olarak, ¢inko-histamin-glutamik asit kompleksinin
hazirlanmasi yoluna gidilmigtir. On deneme igin daha &nce kullanilan mad-
delerden farkli olarak ZnSO4.7 H20 (Riedel) ve glutamik asit (Merck) kul-
lanilmigtir. Her birinden 0.04 M. (l.l495x104 Mg/ml ZnSO,, 7.364x103 Mg/ml
histamin, 5.8852x104 Mg/ml glutamik asit) olacak sekilde stok ¢tzeltiler
hazirlandi ve deneme igin kullanilocak gozeltiler bu gszeltilerden belli
oranlarda alinarak hazirlanda.

Kompleks ¢Bzeltinin hazirlanmasi iki farkli sekilde yapilmig-

tar.

a)- 1:1:1 oraninda ZnSO4- histamin - glutamik asit kullanila-
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rak iglerinde 2 mmol-10mmol arasinda de§isik konsantrasyonlarda ¢ézelti-
ler hazirlandi.

b)- ZnSO4 ve glutamik asit miktara 10 mmolde sabit tutularak
sadece histamin miktari O -10 mmol arasindaki konsantrasyonlarda olacak
sekilde g¢8zeltiler hazirlandi.

Hazairlanan ¢Bzeltiler stok ¢dzelti olarak kabul edildi ve 350
kat seyreltilerek daha 8nce belirtilen ekstroksiyon safhasindan gegirildi.
Gozeltilerde ytksUz histamin miktaraini belirlemek igin spektrofluorimetri-
den, yUksUz ginko miktarini belirlemek icin atomik absorpsiyon spektrofo-

tometresinden yararlanilmistar.

3.7.1 Spektrofluorimetrik calisma

A ve b paragraflarinda belirtilen sekilde ¢dzeltiler,hazirla -
riip ekstraksiyon safhasindan gegirilip fluorimetrik 8lg¢um safhasindan son-
ra 15 dokika bekletilerek 360/440 nm de spektrofluoritmetrede 8lgum yapal-
migtir. By ¢alismada elde edilen veriler Tablo 3.9, Tablo 3.10 ve bu ve-
rilere ait grafikler $ekil 3.9, Sekil 3f10 da verilmistir.

Konsantrasyon 15 dakika sonraki

ZnSO Histamin Glutamik asit fluoresans siddeti

—— e ——— — man — — — e T — — - — — — — m— — — — — — — —

2 5.7474x10%° 2 3.482x10° 2 2.8626x10° 7.7
4 11.4948x10° 4  7.364x10° 4  5.7252x10° 25.6
8  22.9896x10° 8  14.728x10° 8  11.4504x10° 73.8
10 28.7370x10> 10 18.410x10° 10 14.4130x10° 81.8

Tablo 3-9 a'ya gére hazirlanan ¢bzeltilerin fluoresans siddetleri
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Konsantrasyon

ZnSO4 Histamin Glutamik asit 15 dakika sonraki
__________________________ fluoresans giddeti
mmol  Mg/ml mmol  Mg/ml mmol  Ma/ml
10 2.8737x103 0 0 10 l.44l3x103 11.7
10 2.8737x10° 2 3.482x107 10  1.4413x10° 12.5
10 2.8737x10° 4  7.364x10° 10  1.4413x10° 15.6
10 2.8737x103 6 11.046x102 10 1.4413x103 24.5
10 2.8737x103 8 l4.728x102 10 l.44l3x103 71.0
10 2.8737x103 10 18.410x102 10 1.4413x103 81.8

Tablo 3-10 b'ye gre hazirlanan gbzeltilerin fluoresans siddetleri

3.7.2 Atomik absorpsiyon spektrofotometrik calisma

Olgumler AA- 480 / 480G model atomik absorpsiyon spektrofoto-
metresi kullanilmigtar.

Standardin hazilanmasi

0.04 m. lak ZnSO4 g6zeltisinden farkli miktarlarda alainip bel-
1li oranlarda (350 kat seyreltilmisgtir ) 0.00545 ppb - 0.5745 ppb konsant-
rasyonlari arasinda standart gozeltiler hazirlandi.Bugtzeltilerle elde edi-
len degerler Tablo 3-11 de ve bu deerlerde gizilen standart grafik.gekil
3-11 de :verilmigtir.

Bu standart grafik yardimiyla 5.747 x lO-3 ppb ile 2.89% x 10--2
ppb konsantrasyon aralidinda a ve b paragraflarinda belirtilen sekilde

hazirlanip ekstraksiyon safhasindan gegirilen gézeltilerde yUkstz Zn mik-

tary 8lgUlmUs ve alinan sonuglar Tablo 3-12 de verilmigtir.
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Zn504—Histamin-Glutomik asit kompleksinin zamana karsi spektrumlari
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Zn+HIS+GLU ASIT

SPEXTROFLUOROMETRIK EGRIS!
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Absorpsiyon Konsantrasyon

ppb
Kér 0.286
Standart 1 0.605 0.004
Standart 2 0.894 0.012
Standart 3 0.966 0.017

Tablo 3~11 ZnSO, ¢bzeltisiyle hazirlanan standartlarin atomik absorpsi-

4
yon spektrofotometresi ile elde edilen absorpsiyon deferleri

ZnSO4 Histamin Glutamik asit Absorpsiyon Konsantrasyon
mmol Mg/ml mmol Mg/ml mmol  Mg/ml ppb
2 5.747x10° 2 3.682x10° 2 2.863x10%  0.719 0.08
4 1.150x10° 4 7.364x10> 4  5.725x10°  0.582 0.05
6 1.724x10° 6 1.105x10° 6  8.588x10°  0.580 0.011
8  2.299x10° 8 1.473x10° 8  1.145x10°  0.646 0.006
10 2.874x10° 10 1.841x10° 10  1.441x10°  0.462 0.006
10 2.874x10° 0 0 10 1.441x10°  0.811 0.0l
10 2.874x10° 2 3.682x10° 10  1.441x10°  0.382 0.001
10 2.874x10° 4 7.364x10° 10  1.441x10°  0.724 0.008
10 2.874x10° & 1.105x10° 10  1.441x10°  0.700 0.007
10 2.874x10° 8  1.473x10° 10  1.441x10°  0.543 0.004
10 2.874x10° 10 1.841x10° 10  1.441x10°  0.662 0.006

Tablo 3-12 a ve b 'ye gdre hazirlanan gézeltilerinin atomik absorpsiyon

spektrofatometresinde 8lgUlen absorpsiyon ve konsantrasyonlar

Bu verilerle elde edilen toplam sonuglar Tablo 3-13 de veril-

migtir.
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TARTISMA

Daha 1959'larda ilk olarak ortaya atilan (217), 1970'lerde
gelistirildigi belirlenen spektrofluorimetrik histamin (218) tayin ysnte-
minin birgok labratuvar tarafindan uygulanmasina ragmen temelde kondansas-
yon kinetikleri ve bazi saklanma sorunlari oldudu gbérUlmus vebu islemle-
rin bu tez bUnyesinde nasil stabilize edilecedi Uzerine galisilmaistir.
Bunun sonucunda, ¢alisgma pH' lari ve ortam stabilizasyonlari analitik bil-
gilerle duzene sokulmus ve gerekli hesaplamalarla §drtlar duzenlenmistir.
Ancak; teknik sorunlarin Ustesinden gelinip kondansasyonun da stabilizas-
yon ortami sorunu gbzUlmesine ve bazi yazarlarin izledifi kinetik gelig-
melerin (211) ve stabilite sorunlarainin (215,214) Ustesinden gelinmesine
~ragmen in-vitro galigmalara uygun olan gelistirdigimiz tayin ydntemi daha
in-vivodaki duzeylere indirilememistir. Bu arada ikinci iglem parametresi
Uzerinde yapilan atomik absorpsiyon &n galismalarinda bu parametrenin de
elde edilen nitel neticelerden, nicel sonuglar vermek Uzere kompleks ga-
ligmalaranda, farmakolojik etki incelemelerinde bir modelleme igin gerek

1i COMICS bilgisayar programi anabilim dalimizca temin edilmigtir.
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OZET

Bu tez bUnyesinde, histaminin spektrofluorimetrik miktar ta-
yini ve ¢inko histamin komplekslerinin izolasyonu incelenmigtir.

11k olarak g¢aligma kosullari ayarlanmistir. Bu amagla hista-
minin o-phytalaldehyde ile kondansasyonu igin gerekli kuvvetli alkali or-
tamin saglanmasa igin gerekli NaOH miktara, reaksiyonun durdurulmasi igin
gerekli asidik ortamin ayarlanmasi igin gerekli H3PO4 miktari belirlenmig-
tir. Olusan kondansasyon UrUntnin stabil kalmasini sagladiktan sonra 10
lO”7 M. konsantrasyon araliklarinda, belirtilen ydntem uygulanarak mik-
tayinleri yapilmigtar.

Uygun kosullar sajlandiktan sonra histamin g¢dzeltilerinin eks-
traksiyonu yapilarok ve yapilmadan o-phytalladehyde ile olusan kondansas-
yon UrUnlerinin spektrofluorimetrede 360/440 nm de fluoresans siddetleri
slgulmugtur.

TUm bunlara ilaveten bir 8n deneme niteliginde ginko-histamin-
glutamik asit kompleksi olusturulup ekstraksiyon yapilmis ve spektrofluo-

rimetrede ve atomik absorpsiyon spektrofotometresinde &lgtm yapilmigtair.
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SUMMARY

In this work, spectral determination of histamine and iso-.
lation of some Zn-histamine complexes are studied.

At first, the working conditions are assayed. For this purpose,
the quantity of NaOH which is need for the strong alkali pH for the con-

dansation of histamine with o-phytalaldehyde, and the quantity of H3P04

that is needed for regulating to asidic pH which is used for the stability
of the procedure which is form after stopping the reaction, is determined.
Afterwards, between 10—5 to 10—7M. consentration interval,
the histamine determinations are realized using the asseyed method. By
extracting and without extracting of the histomine solutions, fluorimet-
ric measure of the procedure which is formed after condensation with o-
phytalaldehyde is made at 360/440 nm. in the spectrofluorimetry.
In addition to these zinc-histamine-glutamic acid complexes
are formed, extracted and measured by spectrafluorimetrically and atomic

absorpsion spectrophotometrically as a pre-studied.
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