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OZET

Atlarda Iki Farkh Yolla Uygulanan Metamizoliin Farmakokinetiginin
Belirlenmesi

Amag: Bu arastirma projesinin amaci; Ulke ekonomisinde &nemli bir kaynak
olan Saf kan Arap atlarina (Equus ferus caballus) kullanilan nonsteroidal
antiinflamatuvar ilaglardan Metamizol Sodyumun (MS) kas i¢i ve damar i¢i yolla
uygulanmasini takiben farmakokinetiginin degisimini cinsiyet ve uygulama yollarina
gore belirlemektir.

Materyal ve Metot: Bu ¢alismada; ortalama canli agirliklart 380-450 kg olan 14
adet (7 disi, 7 erkek) Safkan Arap at1 kullanildi. 25 mg/kg dozunda damar igi (i.v.) ve
kas i¢i (i.m.) uygulamada, uygulama oncesi 0. dakika ve uygulama sonrasi 15., 30., 45.,
60., 90.dakikalar ile 2., 3., 4., 6., 8. ve 12. saatlerde alinan kan plazmalarindaki analitler
optimize edilen bir SPE ekstraksiyonu sonrasit HPLC ve LC-MS/MS’de tayin edildi.
Her iic metabolitin her iki cinsiyet ve her iki uygulama yoluna ait Onemli
farmakokinetik parametreleri (EAA, Cdoruk, tdoruk, OKZ, t12Az gibi) belirlendi.

Bulgular: Calisma siiresince ila¢ uygulanan hayvanlarda herhangi bir yan etki
gozlenmedi. Kullanilan metod valide edildi, tiim metabolitler i¢in kalibrasyonun egrisi;
0,01-100 pg/mL arasinda lineer oldugu (r>>0,999); geri kazanim %82,7-98,5; en diisiik
tespit edilebilir limitinin 1,43-4,08 ve tayin edilebilir limitinin ise 4,11-13,61 pg/mL
arasinda degistigi belirlendi.

MAA i¢in en yiiksek Cgoruk degeri erkeklerde i.v. 114,40 ve EAAo12 374,11
pg/mL olarak, en disiik disilerde i.m. Cdoruk 56,65 ve EAAo1> 156,45 pg/mL
Olglilmiistiir. AA i¢in en yiiksek erkeklerde i.v. 17,57; EAAo.12 i.m. 58,81 pg/mL, en
diisiik Cgoruk disilerde im. 14,85 ve EAAg.12 56,71 pg/mL Olclilmiistiir. AAA igin
disilerde i.v. 0,68, en diisiik deger erkeklerde i.m. 0,33 olarak Sl¢iilmiistiir. MAA i¢in
tdoruk degeri en erken olarak disilerde 1.v. 0,25 h, en uzun erkeklerde i.m. 0,70 h olarak
hesaplanmistir. AA i¢in en kiiclik olarak erkeklerde i.v. 0,75 h, en biiyiikk her iki
cinsiyette de i.m. uygulama sonras1 1,50 h olarak hesaplanmistir. AAA i¢in en kiiclik
degeri i.v. uygulama sonrasi erkeklerde 1,00 h olarak dl¢lilmiistiir. AAA icin en yiiksek
EAAo.12 disilerde iv. 2,47 pg/mL en disiik deger erkeklerde im. 1,73 olarak
Olclilmiistiir.

Sonu¢: Bu calismada atlara yaygin olarak kullanilan NSAfi’lerden MS’nin
tavsiye edilen dozlarda i.v. ve i.m. yolla uygulanmasimi takiben farmakokinetik
parametreleri karsilastirildi ve etkin metaboliti olan MAA’nin digerlerinden daha erken
ve fazla miktarda plazmada yogunluguna ulastigi sonucuna varildi. Gelistirdigimiz bu
yontem, ¢ok diisiik limitlerde metamizol metabolitlerinin kisa siirede analizlerine imkan
saglamistir. Analiz sonucunda tiim metabolitlerin kan diizeyi ve hesaplanan
parametrelerin atlarin hem cinsiyet ve hem de uygulama yollarina gore degiskenlik
gosterdigi belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: At, Metamizol, Metabolit, Farmakokinetik, SPE
Ekstraksiyon, HPLC, LC-MS/MS.
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ABSTRACT

Determination of the Pharmacokinetics of Metamizole Applied in Two Different
Ways

Aim: The aim of this research project; The main source of the economy of the
pure blood Arab horses (Equus ferus caballus) used in nonsteroidal antiinflammatory
drugs Metamizol Sodium (MS) following intravenous and intravenous administration of
the change of pharmacokinetics according to gender and routes of administration is to
determine.

Materials and Methods: In this study; 14 (7 female, 7 male) pure horse with
an average live weight of 380-450 kg were used. Intravenous (i.v.) and intramuscular
(i.m.) administration at a dose of 25 mg / kg, 0 minutes before administration and 15,
30, 45, 60, 90 minutes after administration at 2, 3, 4, 6, 8 and 12 hours. The analytes
from the blood plasma were determined by HPLC and LC-MS/MS after an optimized
SPE extraction. Significant pharmacokinetic parameters (EAA, Cmax, tmax, OKZ, t1/2Az)
of each of the three metabolites were determined.

Results: No side effects were observed in the animals treated during the study.
The method used was validated, the curve of the calibration for all metabolites; It is
linear between 0.01-100 pg/mL (r>>0.999); recovery 82.7-98.5%; the lowest detectable
limit was found to be between 1.43-4.08 and the determinable limit of 4,11-13,61
pg/mL.

The highest Cmax value for MAA is i.v. 114,40 and EAAo-12in 374,11 pug/mL,
the lowest in females i.m. Cmax 56,65 and EAAo-12 156,45 pg/mL were measured. AA
for men in the highest i.v. 17.57; EAAo.12 i.m. 58.81 pg/mL, the lowest Cmax females
i.m. 14.85 and EAAo.12 56.71 pg/mL. AAA for females i.v. 0.68, the lowest value in
men i.m. 0.33. The tmax value for MAA is the earliest as i.v. 0.25 h, the longest men i.m.
0.70 h. AA is the smallest for men i.v. 0,75 h, i.m. 1.50 h after the application. The
smallest value for AAA is i.v. After the application, it was measured as 1,00 h in men.
The highest EAAo.12 females for AAA i.v. The lowest value of 2,47 pg/mL in men i.m.
1.73.

Conclusion: In this study, we compared the pharmacokinetic parameters
following i.v. and i.m. administration of MS in the recommended doses of NSAIDs
commonly used in horses and MAA, which has an active metabolite, has reached an
earlier and greater concentration in plasma than others. This method has allowed us to
analyze the metamizole metabolites at very low limits in a short time. As a result of the
analysis, it was determined that the blood level of all metabolites and the calculated
parameters varied according to both the sex and the routes of application of the horses.

Keywords: Horse, Metamizole, Metabolite, Pharmacokinetics, SPE
Extraction, HPLC, LC-MS/MS.
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1. GIRIS

Yarig atlarinin antreman sirasinda veya aniden gelisen durumlar neticesinde
oldiigii bilinmekte olup, Ozellikle iskelet gelisimini tamamlamayan atlar yariglarda
kosturulmakta ve ciddi yaralanmalar yasamaktadirlar. Bu yaralanmalar neticesinde
yiiksek oranda narkotik analjezikler ya da kolaylikla satin alinabilen, temini kontrole
tabi recetelere bagli olmayan non steroidal antienflamatuvar ilaglar (NSAII’ler)
kullanilmaktadir. WADA’nin (Diinya Anti-Doping Ajansi) belirlemis oldugu giincel
listelerde, narkotik ilaglar yasakli ilag grubuna girerken, NSAil’lerin bu listede yer
almamas1 bu ilaglarin kétiiye kullanilmasina neden olmaktadir (1,2). Atlarda kronik
agrilarin tedavisinde NSAII’1n tercih edilen ilk ilag grubu arasinda Metamizol Sodyum
(MS, Dipiron) oldugu bildirilmektedir (3).

Atlardan alinan orneklerde ilaglarin biyoizlenmesi ve doping kontrolii gibi
amaglarin disinda, atin ¢iftlik hayvani olarak yetistirildigi bazi iilkelerde de at
serumunda ve plazmasinda NSAII kalintilarinin tespiti icin HPLC, LC-MS ve LC-
MS/MS gibi yontemler kullanilmaktadir. Bu sistemlerin yayginlasmasi ile eski dnemini
yitirmis Ozellikle de ¢ok yiiksek performanslt sivi kromatografi (UPLC) cihazlarinin
kiitle spektrometrisiyle (LC-MS/MS) birlikte kullanimi analiz siiresini fazlasiyla
kisaltmistir. Ayrica analiz maliyetini diistirmesi Ve daha hassas analiz sonuglar1 vermesi
nedeniyle olduk¢a yaygin bir kullanima sahiptir (4,5). Yapilan c¢aligmalar
incelendiginde, birgok farkli canlmin idrar ve plazma 6rneklerinden NSAII tespiti igin
ornekler alinmis ve analiz edilmistir. Bu calismalarda 6zellikle yiiksek basingli sivi
kromatografi—kiitle detektoriinden olusan kromatografi sistemlerinin kullanildigi
yontemler 6n plana ¢ikmustir.

Bu calismada; literatiirden farkli olarak, iilke ekonomisi i¢in de ¢ok 6nemli bir
kaynak olan Saf kan Arap atlarma (Equus ferus caballus) uygulanan MS’un
metabolitlerinin farmakokinetiginin cinsiyet ve uygulama yollarma (damar igi (i.v.) ve
kas i¢i (i.m.) gore nasil degistiginin tespit edilmesi amaglanmistir. MS’un, erkek ve disi
atlarda uygulandiktan sonra alinan kan 6rneklerinden elde edilen plazma 6rneklerindeki
tiim metabolitlerin konsantrasyonlarim belirlemektir. Olgiilen metabolitlere ait EAA,
Cdoruk, tdoruk, EAA0-12, EAA0-, EAAM, OKZ, t1/2AZ, Vssobs, Cl, Az, Ciastobs/Cdoruk, Co, V-
gibi farmakokinetik parametreler {izerinden cinsiyet ve uygulama yoluna goére degisimi

irdelemektir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Non Streoid Antienflamatuvar ilaclar

Non Steroid Antieflamatuvar ilaglar (NSAII) yapisal olarak genellikle heterojen
olmalarina ragmen benzer terapotik etki / yan etki gosteren ve birgok asit yapisinda
bulunan bir ilag grubudur (6). NSAil’ler genellikle antipiretik, analjezik ve de
antienflamatuvar etkileri nedeniyle kullanilmaktadirlar. Bu sebeple akut agrili, atesli ve
inflamasyonlu durumlarin yaninda kronik agrili durumlarda da analjezik ve
antienflamatuvar &zelliklerinden faydalanilir (7). NSAil’lerden bazilari daha ¢ok
analjezik 6zellik gosterirken bazilari antienflamatuvar, bazilar1 da hem analjezik hem de

antienflamatuvar 6zellikler gosterir (8).

Enflamasyonda COX (Siklooksijenaz) ve lipoksijenaz enzim yolaklar1 aktive
olmaktadir. COX enzim aktivitesi ile membran fosfolipitlerinden PG (Prostaglandin)
sentezine giden yol kontrol edilmekte olup bu enzimin NSAII ile inhibisyonu yoluyla
PG sentezi inhibe edilmektedir. Enflamasyonun inhibisyonunda klasik NSAIi’lerin
baskiladig1 baslica yol COX inhibisyonudur (9). COX enziminin yapisal (COX-1) ve
indiiklenebilir (COX-2) izoformlar1 olmak tizere iki izoformu vardir. Yakin zamandaki
arastirmalarda bir COX-3 izoformundan da bahsedilmektedir. Yapisal siklooksijenaz
COX-1 damar endoteli, gastrik mukoza, trombositler ve renal tubulusler gibi bir¢ok
hiicrede hiicresel homeostazda 6nemli fonksiyonu olan primer enzim formu olarak
bulunmaktadir. Fizyolojik kosullarda COX-1 aktif durumdadir ve vaskiiler homeostazis,
gastrik fonksiyonlar, trombosit aktivitesi ve renal fonksiyonlar gibi fizyolojik yanitlari
diizenleyen PG’lerin iiretimini saglar. Indiiklenebilir siklooksijenaz COX-2 normal
fizyolojik durumlarda dokularda belirlenmez, ancak herhangi bir enflamasyon
durumunda dokularda indiiklenir, enflamasyona cevap olarak ortaya g¢ikar. COX-2
enflamasyon, agr1 ve ates olusturan PG’ lerin tiretiminde rol oynar (8).

NSAIli’ler etkilerini ve yan etkilerini bu enzimlerin inhibisyonu yoluyla
gosterirler. NSAII’lerin ¢ogu cesitli derecelerde hem COX-1 hem de COX-2’yi inhibe
ederler, boylece hem istenen etkiler hem de yan etkiler farkli diizeylerde ortaya ¢ikar.
Selektif COX-2 inhibitorleri, COX-2’yi COX-1’e gore daha fazla inhibe etmekte fakat
yiikksek dozlarda COX-1 inhibisyonu artmaktadir. COX-1 inhibisyonuna bagli yan
etkilerden kaginabilmek i¢in son yillarda 15 spesifik COX-2 inhibitdrleri gelistirilmistir.

COX-2 inhibitorlerinin gelistirilmesindeki amag, agr1 ve hiperaljezi ile ilgili PG’lerin
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olusumunun engellenmesi ve bdylelikle gastrointestinal sistem mukozasi, bobrekler ve
damarlardaki PG formasyonlarini etkilememek ve normal fonksiyonlarinin korunmasini
saglamaktir. Fakat uzun siireli ¢alismalarda gézlenen kardiak problemler nedeniyle bazi
preparatlar piyasadan cekilmistir (8). NSAII’lerin biiyiik¢e bir kismimin, S (+) ve R (-)
adli enantiomerleri (izomerleri) mevcuttur. Genellikle S (+) enantiomer, COX inhibe
edici aktiviteye sahiptir. Yalnizca S (+) enantiomer igeren NSAIl’lerin giivenilirlik

profilinin yiiksek oldugu ¢alismalarla ispatlanmistir (10).
2.1.1. Metamizol Sodyumun ( Dipiron ) Farmakolojik Ozellikleri

Metamizol, pirazolon tiirevi ila¢ grubu igerisinde yer alir ve Aminopirin‘in 4-
metilaminometansiilfonat sodyum tlirevidir. Molekiil agirligi 335.36 g/mol’ diir.
metamizoliin  kimyasal adi sodyum [(1,5-dimetil-3-0kso-2 fenil pirazol 4-yl)
metilamino] metansiilfonat™ dir. Bunun yaninda metamizol’iin bilinen diger isimleri ise
dipiron, analgin ve noramidopirin metansiilfonat sodyumdur (11). Metamizoliin kapali

formiilii C13H18N3NaO4S’dir. Agik formiilii ise Sekil 2.1° de gosterilmistir.

CHs

Sekil 2.1. Metamizoliin agik formiilii

Metamizol, 1900’lerin basindan beri bir¢ok farkli alanda kullanilan bir ilag
olmasina ragmen farmakolojik oOzellikleri detayli olarak ancak son zamanlarda
incelenmeye baglanilmistir (3). Siklooksijenaz inhibitorii etkinligi ve antiinflamatuar
etkinligi zayif, fakat analjezik etkinligi olduk¢a giiglidiir. Antinosiseptif etkisi opioid
antagonisti nalokson ile kismen inhibe edilebilir. Yapilan ¢alismalarda metamizoliin
ayni zamanda antioksidan 6zelligi de tasidig1 oldugu ortaya konmustur. Ayrica analjezik
etkisinin santral bir komponentinin oldugu bulunmustur (12).

Metamizol uzun siire pirazol tiirevi olan analjeziklerden biri olarak NSAII

grupta degerlendirilmistir. Ancak yapilan farkli arastirmalar analjezik etkinin baska



sistemlerin aktivasyonu ile iliskili olabilecegi yoniindedir (13). Metamizol, 6-14 yas
arasindaki ¢ocuklarda giinde 1-4 kez 250-375 mg iken 4 ay-5 yas arasi ¢ocuklarda 1-4
kez 50-150 mg kullanilir. Yetiskinlerde kullanimi ise 0,5 gram ve giinde 1-4 kez
seklindedir (11).

2.1.2. Metamizol Sodyumun Metabolitleri

MS suda kolayca ¢oziinmesinden dolayr injeksiyonluk preparat yapilmaya
oldukca elveriglidir. Agizdan alindiginda mide suyunda nonenzimatik olarak hizlica
aktif metaboliti olan 4-metilaminoantipirin (4-MAA)’e dontisiir. Sonrasinda 0 sekilde
mide-bagirsak kanalindan emilir. Mide bagirsak kanalindan emilim oramt % 85
civarindadir. Intravendz verildiginde kanda hemen 4-metilaminoantipirin (4-MAA)e
dontsir (14). 4-metilaminoantipirin  karacigerde 4-formilaminoantipirin ve 4-
aminoantipirin'e donustirilir, son metaboliti ise N-asetilasyona ugrar. 4-MAA'nin
eliminasyon yarilanma omrii yaklasik 2.6-3.5 saat arasindadir. Metabolitlerin biyiik
kismi bobreklerden atilir. Bazen bobrekte rubazon asidi metabolitlerinin  olusmasi
sebebiyle idrart kirmiziya boyar. Analjezik etkinligi ASA’ten yiiksektir. Ayrica
antispazmodik etki potansiyeli de vardir (12).

Agizdan tek seferde 500-1000 mg verilir, % 50'lik injeksiyonluk soliisyonlar1 1,2 ve 5
ml’lik ampuller halinde bulunur. 0.5- 2.5 gram dozunda intramiiskiiler sekilde injekte
edilir, i.v. yoldan yavas olarak injekte edilirse de bu yoldan kullaniimas: seyrek de olsa
anafilaktoid soka neden oldugu igin pek tavsiye edilmez. Gerekirse i.v. yoldan 1 g"
asmayan dozda yavas bir sekilde injekte edilerek verilebilir. Eger uzun siire
kullanilacaksa kan hiicrelerinin sayisi periyodik olarak izlenmelidir. Metamizol siddetli
veya direncli agr1 ve atesin eslik ettigi klinik tablolarda kullanilir (12). Metamizolun

insanda ve siganda yapisi ve biyotransformasyonu Sekil 2.2” de gosterilmistir (11).
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Sekil 2.2. Metamizoliin insanda ve si¢anda yapist ve biyotransformasyonu. MS:
metamizol; MAA: 4-metilaminoantipirin; AA: 4-aminoantipirin; FAA: 4-

formilaminoantipirin; AAA: 4-asetilaminoantipirin.
2.2. Farmakokinetik Kavramm

Farmakokinetik, bir ilacin viicuda alinmasindan viicut disina atilmasina kadar
olan tiim siireci igeren ve bunu etkileyen unsurlarin biitiiniinii inceleyen bir bilim
dalidir. Ayn1 zamanda; Farmakokinetik etkin maddelerin saf veya dozaj sekilleri i¢inde
organizmaya verilislerinden sonra, plazma, idrar, tiikiiriik, lenf ve omurilik sivist gibi
biyolojik sivilarda olusturdugu profilleri inceleyerek, bu profilleri matematiksel
denklemlerle tanimlamaktadir (15). Ilacin viicuda alimmdan sonra emilim, dagilim,
metabolize olma ve eliminasyon oranimi tanimlar. Yani farmakokinetik kisaca viicudun

ilaca ne yaptigiyla ilgilenmektedir (9,16).

2.2.1. Farmakokinetikte Olasi Siirecler
2.2.1.1. Emilim

Ilag viicutta ilk olarak uygulanan yerden emilir yani emilime ugrar. Eger ilag
oral yoldan kullaniliyorsa mide—bagirsak kanalindan, dermal yoldan kullaniliyor ise
epidermal tabakadan emilim s6z konusudur, i.v. uygulamalarda ila¢ dogrudan sistemik
dolasima geger bu yiizden emilim durumu gergeklesmez (9,17).

Biyoyararlanim ile emilim oldukga sik karistirilan terimlerdir. Biyoyararlanim,

ilaclarin emilim orani1 ve derecesi olarak tanimlanirken nisbi biyoyararlanim, sistemik



dolagima gecen ilag miktarinin agizdan alinan ila¢ miktarina oranma denilmektedir.
Sistemik biyoyararlanim "F" simgesi ile gosterilmektedir, biyoyararlanimin %100
olmasi durumunda, "F=1" olarak ifade edilmektedir (9,18).

Bir ilacin birim zamanda emilim hizi ve miktar1 bireyler arasi farkliliklar
gosterir. Molekiil yapis1 biiylik olan ilaglarin emilimi daha yavas gerceklesmektedir, bu
yiizden ilaglarin emiliminde fizikokimyasal yap1 olduk¢a 6nemlidir. Lipid/ su partisyon
katsayisi ilacin hiicre membraninin lipid ortaminda ¢6ziinme 6lgiisii anlamina gelir. Bu
katsayr ne kadar biiylikse, ilacin emilimi de o kadar iyidir. Eger ilaglar iyonize
halindeler ise bu ilaglar lipidlerde fazla ¢oziinmemektedir. Bu nedenle emilimleri
olduke¢a zor olur. Bununla birlikte ilacin farmasotik sekli, kullanilan yardimer maddeler,
ilacin konsantrasyonu, farmakolojik 6zellikleri, uygulandig1 yerdeki kan akim hizi ve
ortam pH’s1 ilacin emilimini etkileyen diger énemli faktérlerdir (19). Ornegin; ortamin
pH’sinin azalmasi ile zayif asitlerin iyonize olmayan oranlar1 artmakta ve bu sayede
emilimleri kolaylagmaktadir. Zayif bazik yapida ilaglarin ise, ortamin pH’sinin azalmasi
ile iyonize olmayan oranlar1 azalmakta ve emilimleri gliglenmektedir (15,17).

llacin lokal ve sistemik olmak iizere iki uygulama yolu bulunmaktadir.
Bunlardan ilki olan lokal uygulamada epidermal (cilt iizerine), konjonktiva kesesi
(goze), kolon, bukal (agiz igine), intranazal, bukal (agiz i¢ine), rektal, intravajinal, dis
kulak yoluna ilag uygulamalari yapilir. Sistemik uygulamada ise, oral (agizdan),
parenteral (subkutan, intravenoz ve intramiiskiiler), inhalasyon, transdermal ve sistemik
dolasima 6zgii nazal spreyleri icermektedir. Ilag hangi bdlgeye uygulanacaksa ona
uygun olan farmasotik sekilde verilir. [lacin yagdaki ve sudaki ¢oziiniirliigii, farmasotik
seklin kat1 veya s1v1 olusu, ilacin tuz halinde olmasi, kristal sekli, partikiil biiyiiklig,
solvasyon durumu, kompleks olusumu, bagirsak motilitesi ve besin dgeleri emilimi
etkileyen bir diger unsurladir. Tiim FK siire¢lerinde ilacin membranlardan gegisi s6z
konusudur. Hiicre membranlarindan gecis pasif difiizyon, pinositoz, fagositoz ve
tastyici aragh transport seklinde olabilmektedir. Biitiin bu gecis mekanizmalarindaki en
onemli unsur ilacin ¢oziinilirliigiidiir. Bu sebeple oncelikle ayarlanmasi gereken sey

ilacin ¢oziintrligidiir (15).
2.2.1.2. Dagilm

Ilag, viicutta emilim siirecini tamamlandiktan sonra dagilim asamasina gecer.

Once sistematik dolasima gecer sonrasinda ise interstisyel (hiicrelerarasi) siviya dagilir.



llaglarin bazilar1 da hiicre membranindan organ ve dokulara gecerler. ilaglarin bu
sekilde yayilma siirecine farmakokinetikte dagilma fazi denilmektedir. Dagilma fazinda
pasif difiizyon ile hiicre membranlarindan ge¢is s6z konusudur. Bu ge¢is kanin akis
hiztyla dogru orantili olarak artar. Ila¢ daha diisiik oranda kanlanan yag, kas ve cilt
dokusu gibi yapilara yayilarak denge haline gelmektedir.

Ilaglarin beyin—omurilik sivist (BOS)’na gecisinde iki &nemli unsur vardir.
Bunlardan ilki lipofilitesi digeri ise molekiil bliytikliiglidiir. Membranda bulunan tasiyici
proteinler sadece belirli molekiillerin gecisine izin vermektedir. Bu nedenle bu bolgeye
"Kan Beyin Engeli" (KBE) denilmektedir.

llacin dagilim hizi, fizikokimyasal yapisi, kan akim hizi ve ayni zamanda
plazmadaki proteinler gibi makromolekiillere baglanmasiyla baglantili olarak degisir.
Proteinlerin ilag baglamasi geri doniisiimlii bir olaydir. Ancak bazi durumlarda proteine
baglanma noktast ayni olan ilaglar bir arada kullanilirsa baglanma igin bir yaris s6z
konusu olur (16). Eger proteine baglanma noktasi kisith ise, bir siire sonra plazma
proteinine baglanma (PPB) doygun hale gelmektedir. Bunun neticesinde ilacin sonraki
doz uygulamasinda plazmada serbest ilag yiizdesi artis gdstermektedir. Ilag diizeylerinin
Olciimiinde toplam ilag diizeyi yani proteine bagl ilag ve serbest ilag fraksiyonu birlikte
Olciilmektedir. Ancak ilacin etki yoresindeki diizeyinin gostergesi ilacin serbest
fraksiyonudur. Hipoalbliminemi gibi durumlarda ilacin toplam plazma diizeyine
bakarak doz diizeyi incelenmesi istenmeyen sonuglara neden olabilmektedir (15).

Bunlara ek olarak; ilacin dagilimi, agirhk ve yasa gore degisiklik
gostermektedir. Bu sebeple organ hacimleri ve viicut sivilarindaki farklilik ilacin

dagilimu ile birlikte etki yerindeki diizeyinde de farkliliklara sebep olmaktadir (9,15).
2.2.1.3. Eliminasyon ve metabolizmasi

Ilaglar degismemis veya metabolitleri halinde viicuttan gesitli yollarla atilirlar.
Eliminasyon siireci; ilacin metabolitlerine ayrilmasi (biyotransformasyon) ve sonrasinda
ilacin kendisinin ve/veya metabolitlerinin viicuttan atilmasi (itrah) siire¢lerini
kapsamaktadir (15).

[lag ve metabolitlerin atilmasinda bobrekler, sindirim kanali, akciger ve deri gibi
bircok organ gorev alir. Gaz ve buharlar akciger yoluyla atilirken, ilaglarin bazilar siit,
ter, tikiirik, kil, deri vb. yollarla da atilirlar. Ayrica safrayla salgilananlarin

¢ikarilmasinda digkida 6nemli bir atilma yoludur (17).



Biyotransformasyon: 1laglarin viicutta enzimlerin etkisi ile kimyasal
degisikliklere  ugrayip  metabolize  edilmesine  biyotrasformasyon  denilir.
Biyotransformasyon sonucu ilag ¢esitli bilesiklere ayrilir. Bu ayrilan ilaglarin
bilesiklerine metabolit denilir. ilacin viicuttan daha kolay uzaklastirilabilmesi ve suda
daha ¢Ozilinebilir hale getirilmesi i¢in ilacin metabolize olmasi Onemlidir.
Biyotransformasyon sonucu, ilaglar genellikle daha az etkili veya etkisiz bilesikler
haline dondstiiriiliirken (biyoinaktivasyon olayi) bazi ilaglar daha az etkili ve/veya daha
toksik bilesiklere de dontisiirler (16).

Atilma: ila¢ eliminasyonunun bir diger dgesi de atilma olayidir. Ilaglarin ve
metabolitlerinin viicuttan atilmasinda baslica rol bobreklerdedir. Glomeriiler filtrasyon
(GF) ve tibiiler salgilanma (TS) ile bobreklerden atilim gergeklesir. Ayrica itrahi
azaltan bir olay yani tubiiler geri emilim mekanizmasi1 bulunmaktadir.

Safra ile atilimda karacigerden salgilanan ilag ve metabolitlerinin once ince
bagirsaga gonderilir oradan da feges yoluyla atilimi1 gergeklesir. Bazen safradan ince
bagirsaga gelen bazi ilag molekiilleri karaciger ve dolasim sistemine geri donebilirler,
bunun sonucunda ilag ya da metabolit(ler)i reabsorbedir (Entero-hepatik dongii).
llaglarin karacigerden safra igine salgilanmasi pasif difiizyon ve aktif transportla
saglanmaktadir. Aktif transport mekanizmasi pasif difiizyona gore daha iyi bir atilim
saglamaktadir. Ilaclarin safra ile atilmas1 molekiiliin polaritesine, kimyasal yapisina ve
molekiil agirligina baghdir.

Bazi ilaglar karacigere tasindiktan sonra burada enzimler aracilifiyla inaktif
veya aktif metabolitlerine donistiiriilmekte ve bu metabolitler safra kanali araciligiyla
elimine edilerek sistemik dolagima katilmadan viicuttan atilmaktadir. Bu olaya “ilk
gecis etkisi” (presistemik eliminasyon) denilmektedir. Ancak bu durum az miktardaki

ilag i¢in gecerlidir (9,15).

2.2.2. Farmakokinetikte Kinetik Kavramlar
2.2.2.1. Egri alt1 alan, (E.A.A)

Organizmada bulunan ilacin global miktar1 Egri Alti Alan (EAA) olarak
gosterilmektedir. Egrinin altidaki alan “ilacin biyoyararlanimi™nin bir gostergesidir.
EAA’nm hesaplanmasi igin dnceden belirlenen zamanlarda érnek alinmaktadir. Ilacin
kan diizeylerinin Ol¢limii yapildiktan sonra zamana karsi plazma derisimi grafigi

cizilmekte, derisim noktalar1 birlestirilerek egri ¢izilmektedir. Modelsiz bir FK’de, EAA



hesaplama i¢in "Lineer Yamuk (trapezoid) Kurali" ve "Log-Lineer Yamuk Kurali"

olmak {izere iki yontem kullanilmaktadir (15,20).

Sekil 2.3 de i.v. yoldan verilen bir ilacin 11 kan 6rnegi alinarak ¢izilen plazma derisimi

— zaman egrisi ve lineer yamuk yontemi ile EAA hesaplanmasi gosterilmektedir.
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Sekil 2.3. i.v. yoldan verilen bir ilacin 11 kan 6rnegi alinarak ¢izilen plazma derigimi —

zaman egrisi ve lineer yamuk yontemi ile EAA hesaplanmasi

Sekilde gortildiigii gibi iki zaman noktasina t-1) Ve ti, iki derisime de sirasiyla Cg-1) ve

Ci denilecek olursa EAA asagidaki formiille hesaplanmaktadir:

o EAA[ti_p —t] = %[t(i_l) —t;][Ci-1) + C;] (Lineer yamuk kuralma gore
EAA esitligi)

Log-lineer yamuk kuralina gore ilag diizeyinin iissel olarak azaldig: kabul edilmektedir.

Asagidaki formiille hesaplanmaktadir:

o EAA[ti_p —t] = %[t(i_l) — ti]M (Log-lineer kuralina goére EAA

ln(C(i_ 1))/Ci

esitligi.)
Tek kompartmanli bir modelde EAA su sekilde hesaplanmaktadir:

o EOE'AA = Cy /ke; (Tek kompartmanli modelde EAA esitligi)



EAA hesaplamasinda kel’de (eliminasyon sabiti) eliminasyon fazinda yer alan son

nokta ile tahmin edilebilir. Bu esitlikte Cn, son 6rnegin plazma derisimidir (15).

. L()i'AA = Cy [ke = %Axél + C,/k.; (Sifir zamanindan t zamanmna kadar elde

edilen yamuklarla hesaplanan EAA esitligi)
2.2.2.2. Plazma doruk derisimi (Cdoruk)

Plazma doruk derisimi; Plazmada izlenen en yiiksek derisimi ifade eder. Ayrica
emilim hizinin bir gdstergesi olarak kabul edilir ve biyoyararlanimda da degerlendirilir.
Bu nedenle olduk¢a 6nemli bir parametredir ve deneysel Cdoruk Ve kestirim Cgoruk 0lmak

tizere iki Cqoruk’tan s6z konusudur:

Deneysel Cdoruk: Deneysel verilerden elde edilen en yiiksek degerdir.
Arastirmalarda bu kabul edilir, fakat bu durumda farmakokinetik deneyin iyi
tasarlanmig olmasin1 gerektirir. Deneysel noktalar arasinda ¢ok araliklar varsa, gergek
Cdoruk 1ki nokta arasinda kalabilir. Sekil 2.4’ te hatali tasarlanmis deneysel noktalar

grafigi verilmistir.

b
il

W

Sekil 2.4. Hatali tasarlanmis deneysel noktalar
Kestirim Cdoruk: Farmakokinetik modelleme sonrasinda elde edilen denklemden
bulunan Cgoruk’dur. Kestirim Cqoruk’da daha tutarli sonug alinmasi beklenir. Cgoruk, dogal
olarak alinan dozun bir fonksiyonudur ve dogrusal farmakokinetige uyan ilaglar i¢in

doza bagli olarak degisir, bu nedenle doza bagimli bir parametredir (20).
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2.2.2.3. Plazma doruk siiresi (tdoruk)

Plazma doruk siiresi (tdoruk); Plazma seviyesinin Cgoruk' a ¢ikabilmesi igin gerekli
olan siireyi gosterir ve Kantitatif degil, kalitatif bir biyoyararlanim parametresidir.
Bunun nedeni, tgoruk'un kolay belirlenememesidir. Degeri, ¢ogu oral ilag igin 2-4 saat
dolaylarinda olmakla beraber, denekler aras1 degisimi yiiksektir. Ayrica, ilagla beraber
alinan besin miktar1 ve tiirii bu degeri etkilemektedir, emilme hiziyla ters orantili bir

parametredir.
2.2.2.4. Ortalama kahs zamani1 (OKZ)

Organizmaya verilen etkin madde molekiillerinin her biri organizmayi farkli
zamanlarda terk eder. Biitin bu molekiillerin organizmada kaldiklar1 siirelerin

ortalamasi “Ortalama Kalis Zamani”ni1 ifade eder (20).
2.2.2.5. Biyolojik yar1 omiir, (ti2)

Biyolojik yar1 omiir (t12); ilacin kan diizeyinin yariya diismesi i¢in gereken
siireyi ifade eder. Ilacin birikme zamani, eliminasyon siiresi ve doz araligmin
belirlenmesini saglamaktadir. Ilacin dagilma fazi (o) ve hem eliminasyon fazi icin iki
ayr1 yaritlanma Omiirleri vardir. Bu fazlar tipa ve tipf’ dir. Sadece ti» simgesi
eliminasyon yarilanma Omriinii gostermektedir ve buna terminal yarilanma 6mrii de
denilmektedir. Ilacin tekrar dagilmasi sonucu kandaki diizeyinin azalmas1 durumu

varsa; ilacin ti20’s1, eliminasyon yarilanma omriine gbre daha 6n plana ¢ikmaktadir

(15).

2.3. Metamizol Sodyumun Formakolojik Ozellikleri
2.3.1. Farmakodinamik Ozellikler

Metamizol’lin analjezik, antipiretik ve antispazmodik gibi viicuda bir¢ok etkisi
mevcuttur. Metamizol kombine bir santral ve periferik etki sekline sahip oldugu
diistiniilmektedir. Afferent lifler, omurilik ve periakuaduktal gri madde diizeyindeki

santral etki mekanizmalari metamizoliin analjezik etkisine katkida bulunabilir (20).
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2.3.2. Farmakokinetik Ozellikler

Metamizol ve metabolitlerinin farmakokinetigi ilgili ¢aligmalar 6zellikle son
yillarda artmistir. Metamizoliin emilimi, biyotrasformasyonu, dagilimi ve eliminasyonu
su sekildedir.

Emilim: ilacin oral uygulanmasindan sonra metamizol, tamamen aktif
metaboliti olan 4-N-metilaminoantipirine (MAA) hidrolize olur. MAA’nin mutlak
biyoyararlanimi ise yaklasik olarak % 90’dir ve oral uygulama sonrasi intravendz
uygulamaya oranla kismen daha yiiksektir. Metamizol eger besinlerle birlikte alinirsa
MAA’nin farmakokinetiginde 6nemli bir degisiklik olmaz (20,21).

Biyotransformasyon: Klinik etkiyi temel olarak MAA ve bir dereceye kadar da
4-aminoantipirin (AA) saglar. AA’nin yaglilarda ilaca maruz kalma (EAA) degerleri
MAA’nin EAA degerinin yaklasik % 25’1 kadardir. 4-N-asetilaminoantipirin (AAA) ve
4-N-formilaminoantipirin (FAA) gibi metabolitlerin ise klinik etkileri neredeyse yok
gibi gortinmektedir. Tim metabolitler i¢in lineer olmayan bir farmakokinetik gozlenir.
Bu verinin Klinik 6nemi hakkinda bir yargiya varilabilmesi i¢in bu alanda daha fazla
caligma yapilmasi gerekmektedir. Kisa siireli tedavide metabolitlerin birikiminin fazla
bir klinik anlami1 yoktur (19,21).

Dagihim: Dagilim agamasinda proteine baglanma diizeylerine bakildigr zaman,
MAA i¢in % 58, AA i¢in % 48, FAA i¢in % 18 ve AAA i¢in % 14 kadardir. Bir
intravendz doz sonrasi metamizoliin plazma yarilanma omrii ise ortalama 14 dakika
dolaylarindadir.

Eliminasyon: Radyoaktif isaretli intraven6z dozun ortalama % 96’s1 idrar, %
6’s1 ise feces yoluyla atilir. Tek bir oral dozdan sonra metabolitlerin % 85’1 idrarla
atilmis ve bunun % 3+% 1’1 MAA, % 26+% 8’1 AAA, % 6+% 3’1 AA, ve % 23+% 4’1
FAA’dan olusmustur. 1 g’lik tek bir oral metamizol dozundan sonra renal klerens MAA
icin 5 mL+2 mL/dk., AAA i¢in 61 mL+8mL/dk., AA i¢in 38 mL+13 mL/dk., ve FAA
icin 49 mL+5 mL/dk olmustur. Aym1 dozdan sonraki plazma yarilanma Omiirleri ise
MAA i¢in 2.7+0.5 saat, AAA i¢in 9.5+1.5 saat AA i¢in 3.7 £1.3 saat ve FAA igin
11.2+1.5 saat kadardir.

Aragtirmalar incelendiginde; tim metabolitler i¢in dogrusal olmayan bir
farmakokinetik gozlenir. Bu bulgunun klinik 6nemi hakkinda bir yargiya varilabilmesi

i¢in daha fazla arastirmaya ihtiya¢ vardir (21).
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2.3.3. Klinik Oncesi Giivenlik Verileri

Akut toksisite: Metamizoliin si¢an ve farelerdeki en diisiik letal dozlart; agiz
yoluyla alimda yaklasik 4000 mg/kg viicut agirligi iken intraven6z olarak yaklasik 2300
mg metamizol/kg viicut agirligt veya 400 mg MAA/kg viicut agirhgidir. Ayrica
intoksikasyon belirtileri tasipne, sedasyon dur.

Kronik toksisite: Metamizoliin, kopeklerde giinlilk 50 mg/kg, siganlarda ise
giinliik 150 mg/kg canli agirlik dozlarda 4 hafta boyunca uygulanmasi tolere edilmistir.
Farkli hayvan tiirlerinde subkronik ve kronik toksisite ¢alismalar1 gergeklestirilmistir.
Sicanlarda 6 ay boyunca 100-900 mg/kg/giin canli agirlik dozunda metamizol
uygulanmis, en yiiksek dozda (900 mg/kg), 13. haftadan sonra retikiilositlerde ve Heinz
cisimciklerinde artig belirlenmistir.

Kopeklerde ise 6 ay siiresince 30-600 mg/kg/giin canli agirhik dozajinda
metamizol uygulanmis, 300 mg/kg/giin dozlarindan itibaren, doza bagli hemolitik
anemi, bobrek ve karaciger fonksiyonlarinda bozulmalar gézlenmistir. Her iki cinse
daha yiiksek doz verildiginde, serum kimyasinda degisiklige, karaciger ve dalakta
hemosiderozise sebep olmus; ayrica kemik iligi toksisitesi ve anemi de belirlenmistir. In
vitro ve in vivo deneyler, ayni test sistemlerinde metamizol i¢in glivenilirligi kesin
olmayan sonuglar vermistir.

Karsinojenite: Si¢anlarda uzun siire gergeklestirilen galigmalarda her hangi bir
karsinojenik potansiyel bulguya rastlanmamis olup uzun siireli gerceklesen iig
calismadan ikisinde yliksek dozlarda karaciger hiicreli adenomlarda artis bildirilmistir.

Mutajenite: Literatiirde pozitif ve negatif sonuglar tanimlanmistir. Ancak
belirtilen Hoechst dereceli materyal ile yapilan in-vitro ve in-vivo ¢alismalar mutajenik
potansiyele iligkin herhangi bir bulgu géstermemistir.

Ureme toksisitesi: Tavsan ve siganlarda yapilan embriyotoksisite ¢alismalarinda
teratojenik potansiyel gosterilmemistir. Tavsanlarda, maternal toksisite gostermeyen
100 mg/kg/giin dozunda letal etkiler bildirilmistir. Sicanlarda fatal embriyotoksik
etkiler, maternal toksisite gozlenen doz aralifinda ortaya c¢ikmistir. Siganlarda 100
mg/kg/gin’den fazla olan dozlar, gestasyon siiresinde artisa ve dogum siirecinde
bozulmayla beraber, yavrularda mortalite artisina sebep olmustur. Fertilite testlerinde,
250 mg/kg/giin’den fazla olan dozlarda dol veren jenerasyonun gebelik oraninda kismen

bir azalma gosterilmistir. F1 jenerasyonun fertilitesinde etkilenmemistir (21).
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2.4. Tla¢ Analizleri ile Tlgili Yapilan Literatiir Cahismalari

Diinya Anti-Doping Ajanst (WADA) tarafindan hazirlanan ve giincellenen,
yarismalar sirasinda ve serbest zamanlarda kullanimi yasakli ilag gruplarini ve analiz
yontemlerini i¢eren listelerde yer almayan, ancak atlarda kullanimi suistimal edilen bazi
NSAIQ (naproksen, asetilsalisilik asit, benzidamin, bufeksamak, diklofenak sodyum,
diflunisal, eltenak, etodolak, etorikoksib, felbinak, fenilbutazon, flufenamik asit,
fluniksin, flurbiprofen, ibuprofen, indometazin, indoprofen, karprofen, ketoprofen,
ketorolak, meklofenamik asit, mefenamik asit, meloksikam, mofebutazon, niflumik asit,
nimesulid, oksifenbutazon, piroksikam, ramifenazon, selekoksib, sulindak, tenoksikam,
tiaprofenik asit, tolfenamik asit, tolmetin, valdekoksib ve vedaprofen) atlara ait
biyolojik orneklerden kromatografik yontemlerle gergeklestirilen nicel ve nitel

analizleri ana hatlar ile belirtilmistir.

Atlarda gerek tedavi amaciyla gerekse doping olarak kullanilan etken
maddelerinin biyoizlenmesinin yapildig1 laboratuvarlarda UV ve fluoresans detektorlii
HPLC sistemlerinin kullanimi, HPLC-UV-PDA ve LC-MS/MS ile olusan kromatografi
sistemlerinin yayginlasmasi ile eski Onemini yitirmistir. Bu yontemler, diger
kromatografik yontemlerle hi¢ tespit edilemeyen veya zorlukla tespit edilen yasakli
ilaglarm &lgiilebilirligini miimkiin hale getirmistir. Ozellikle zaman alan, is giicii
gerektiren tlirevlendirme islemlerini gereksiz kilmis, analizden Once hidrolizi
gerceklestirilen konjuge metabolitleri de hidrolize ugratmaksizin tayin edebilme
kolayligr saglamistir. Cok yiiksek performansli sivi kromatografisinin (UPLC) kiitle
spektrometrisiyle birlikte kullaniminin; analiz siiresini ¢ok kisaltmasi, analiz maliyetini
diisiirmesi ve daha duyarli analiz sonuglar1 vermesi nedeniyle ¢cok ¢abuk benimsendigi
belirlenmistir. UV detektor ile kombine edilmis kromatografik sistemlerle yapilan
analizlerde tayin alt limitleri mg/mL diizeyinde belirlenirken kiitle detektoriin LC ya da
GC ile birlikte kullanilmas1 durumunda daha duyarli analizler yapilabildigi ve tayin alt

limitleri pg/mL diizeyinde 6l¢iildiigi bildirilmistir.

Driessen ve ark.’a gore attaki agr1 yonetimi tedavisi ¢cogunlukla sistemik veya
lokal/ bdlgesel ilag tedavisi ile giderilmektedir. NSAII’lar, opioidler, alfa-adrenoseptér
agonistleri ve atlarin agr1 tedavisinde kullanilan baslica ajanlar lokal anesteziklerdir. Bu

incelemede kisaca su anda kullanimda olan analjezik ilag smiflarinin  temel
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farmakolojisini incelenmistir. Uzun siireli agr1 kesici ilaglar ile analjezi uygulandiginda

agrilarin 6nemli dlglide azaldig1 gozlenmistir (22).

Dirikolu ve ark. safkan atlarda yarislar esnasinda kas iskelet sisteminde bir¢ok
yaralanmalarin oldugunu, yaralanmalarin 84 o6liimciil ve 126 6liimciil olmayan vaka
halinde meydana geldigini rapor etmektedirler. Bu calismada, yarali atlarda NSAIl
konsantrasyonlarinin kontrol atlarindaki konsantrasyonlara goére karsilagtirilmasi ile
atlarin Kkas iskelet sistemi yaralanmalarinda antiinflamatuvar ajanlarin olasi rolii
arastirilmistir. Yarisma sonrasi veteriner hekim tarafindan her saf kan at icin olusan
yaralanmalar kayit altina alindig1 belirtilmektedir. Yarali atlardan alinan kan 6rnekleri
heparinli tiiplere alinmis ve NSAIl'ler analiz edilinceye kadar uygun kosullarda
saklanmigtir. HPLC’de analizi edilirken, hareketli faz olarak farkli ¢6zgen karigimlart
kullanildi. Gradiyen faz uygulanarak; A ¢ozeltisinden % 60 aseton A (Asetonitril) ve B
¢ozeltisinden % 40 (% 12.5 metanol,% 43.75 1% asetik Asit ve % 43.75) ve 0.1 M
amonyum asetattan olusan ¢ozelti karisimi kullanilmistir. Yaralanan atlarin fenilbutazon
ve fluniksin plazma konsantrasyonlarinin, kontrol atlarinkinden gore daha yiiksek
oldugu ifade edilmistir. Ancak naproksen ve metabolitleri tespit edilememistir. Sonug
olarak, kas iskelet yaralanmalarinda NSAil’larmin atlarda risk olusturup
olusturmadigini belirlemek i¢in daha fazla ¢alisma yapilmasi gerektigi ifade edilmistir

(23).

Yapar ve ark. farelerde 20, 50 ve 100 mg/kg/glinx7 giin dozlarda MS’un i.m.
uygulama sonrast serum fire, kreatin, alanin aminotransferaz (ALT), aspartat
aminotransferaz (AST) ve alkalen fosfataz (ALP) enzim aktiviteleri ile karaciger ve
bobrek doku malondialdehit (MDA) ve indirgenmis glutatyon (GSH) diizeyleri {lizerine
olan etkilerini arastirmiglardir. Serum iire ve kreatinin diizeyleri ile ALT, AST ve ALP
aktiviteleri ile karaciger ve bobrek dokusu MDA diizeylerinde kontrol grubuna gore
anlaml farkliliklar belirlenirken (p<0.05), en yiiksek MS uygulanan grubun GSH
diizeyinde kontrol ve diger iki gruba gore diistikliik tespit etmislerdir (p<0.05). Sonug
olarak kisa stireli de olsa yiiksek doz (100 mg/kg) olarak verilen MS’un karaciger ve

bobrek dokular tizerinde hasara neden olabilecegini vurgulamaktadirlar (18).

Yildirim ve ark. yaptiklari ¢alismaya gore; Hayvanlara 25, 50 veya 100 mg/kg
dozlarinda 3 giin siire ile intraperitoneal nabumeton veya dipiron enjeksiyonu

uygulanmis  oldugu ifade edilmistir. Nabumeton, doza bagimli olarak
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dietilditiyokarbamat- mukus sekresyonunu indiikledigini ve stres kaynakli iilser

indeksini 6zellikle diisiik dozda inhibe ettigini belirtmislerdir (24).

Ramirez ve ark. (2012), yaptiklar1 ¢alismada, plazma numunelerinden (50-100
ul) kati faz ekstraksiyon yontemi kullanilarak, 4-metilaminoantipirin (MAA), 4-
Asetilaminoantipirin  (AAA), 4- Aminoantipirin ve 4-formilaminoantipirin (FAA)
olmak iizere dort metamizol metabolitini yiiksek performansli sivi kromatografisiyle
analiz edilmesini incelenmislerdir. Tiim metabolitler i¢in standart kalibrasyon grafikleri:
1-100 pg/mL araliginda dogrusal oldugu (r> > 0.99) belirtilmistir. Giin i¢i 6l¢iim
dogruluk araligmin % 0.6-9.6 arasinda degistigi belirlenmistir. SPE Kartuglart 6 mL
metanol ve 6 mL damitilmis su ile sartlandirilmistir. 50-100 pL 6rnek dogrudan kartusa
yiiklenmis ve sonrasinda 1 mL / dk' lik bir akis hizinda, 3 mL metanol ile analitlerin
eliie edilmistir. Eluatlar 45 °C' de bir su banyosu ig¢inde kuruyana kadar buharlastirilmis
ve alta kalan kismin iizerine 50-100 uL. mobil faz eklenmis ve ardindan HPLC sistemi
ile 25 °C ve 254 nm' de analiz edilmistir. Sonug olarak bu yontemin sicanlarda MS

metabolitlerinin farmakokinetigini belirlemek i¢in uygun oldugu ifade edilmistir (25).

Yilmaz ve Elmas enrofloksasin iceren ve lilkemizde % 10’luk enjektable
seklinde satisa sunulan iriinlerden ikisinin 6 adet saglikli (12-18 aylik/ 340-400 kg)
Isvigre esmeri diivelerde tek doz capraz dizayn esasma gore tek doz 2.5 mg/kg i.m.
uygulama sonrasi biyoesdegerligini (BE) degerlendirmislerdir. Uygulama 6ncesinde 0.
dakika ve sonrasinda 10, 20, 30, 45, 60 ve 90. dakikalar ile 2, 3, 4, 6, 8, 12 ve 24.
saatlerde kan Ornekleri toplanmis, plazma enrofloksasin diizeyleri HPLC’de
Olclilmiistiir. Her hayvan i¢in ayr1 ayri cizilen plazma konsantrasyonu-zaman
grafiklerinin iki kompartmanli disa acgik modele uygunluk gosterdigi, tim
farmakokinetik parametrelerin bu esasa gore hesaplandigini bildirmektedirler. Farkli
firmalara ait ilaglarin BE’lik degerlendirmesinde temel alinacak parametrelerden sadece
EAA(©0-24) ve EAA(0-») birbirlerinden istatistiksel olarak farkli olduklar: tespit edilmistir.
Verilerden tgoruk disindakilerin hepsi logaritmik dontlisiim yapildiktan sonra her iki
tirtiniin degerleri birbirlerine oranlanarak uB/pA % 90 giivenle BE’lik i¢in gerekli olan
0.7-1.43 araliginda oldugu goriilmiis, log doniislim yapilmayan tqoruk degerinin ise 0.8-
1.25 sinirlar iginde oldugu tespit edilmistir. Sonug¢ olarak, iki {iriinlin BE olduklari,

endike olduklari alanlarda birbirlerinin yerine kullanilabilecekleri bildirilmektedir (18).
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Yilmaz yaptigi calismada; veteriner ilaglarinda, biyoesdegerlik ¢alismalarinin
gerektigi durumlar, calisma tipleri, tasarimlart gibi degerlendirme Olgiitleri analiz
edilerek yapilan caligmalar Ozetlemistir. Ayrica calismada, veteriner ilag piyasasi
acisindan 6nemli olduguna inanilan en degerli kalite kontrol testinin {ilkemizdeki bilim
insanlar1 tarafindan rahatlikla gergeklestirilebilirliginin gostergesi olarak yapilan
caligma sonuglart sunulmus ve yasal diizenlemelerin gecikmeden yapilmasi gerekliligi
bir kez daha vurgulanmak istenmistir. Biyoesdegerligi test etmek i¢in kandaki etkin
madde konsantrasyonunun zamana bagli olarak cizilmesi tavsiye edilmistir.
Biyoesdegerlik denemeleri, birincisi klinik (uygulama) digeri de gerekli analizlerin
yapildig1 (biyoanalitik) olmak tizere iki déonem halinde yiiriitiildiigiinii belirtmistir. Bir
veteriner Urlinliniin biyoesdegerligi sistemik dolasima katilan etkin maddenin hiz ve
miktartyla tarif edilmesi gerektigi, hiz ve miktar1 belirleyen en 6nemli parametrelerin
ise egrinin altindaki alan (EAA), doruk konsantrasyon (Cdoruk) Ve doruk konsantrasyon
zamani (tdoruk) oldugu belirtilmistir. EAA ayn1 zamanda emilen ve dolayisiyla sistemik
dolagima giren yani yararlanilabilir olan miktarin bir gostergesi olup emilme hizindan
bagimsiz oldugu belirtilmistir. Uygulama sonrasinda ilacin kanda ilk tespit edildigi
zaman noktasindan (EAAy) ilacin son 6Olgiilebildigi zaman noktast (EAA.) arasindaki
toplam alan (EAA0-) olarak tanimlanmakta oldugunu ve EAA’ 1n hesaplanmasinda da
lineer veya logaritmik metotlar kullanildig: ifade edilmistir. Eger bir iiriin i¢in en uygun
tdoruk biliniyorsa veya elde bir pilot ¢aligma varsa tdoruk’a yakin noktalarda gogaltilmis
ornekleme sikligiyla yapilan bir biyoesdegerlik calismasi, Cdoruk V€ tdoruk’ Un Onemini
artirir. Plazma ila¢ konsantrasyonu-zaman egrisi ¢oklu doruk sergiliyorsa veya egri diiz
ve uzun bigimde ise Cdoruk V€ tdoruk’u belirlemek zor olacagindan, ila¢ emilme hiziyla
ilgili parametreleri belirlemek de zor olabildigi belirtilmistir. Sonug olarak bu ¢alismaya
gore; biyoesdegerlik ¢alismalarinda kullanilacak hayvan sayilarinin (en az, en fazla)
yonetmeliklerle sabitlestirilmesi arastiricilarin deneysel tasarimlarinin
diizenlenmesinde, sonuglarin hesaplanmasinda ve kararlarin kesinliginde yararli olacag:

belirtilmistir (19).

Giorgi ve ark. yaptigi calismada MS’un birincil metaboliti olan MAA’nin hizla
hidrolize edildigi, MAA’nin diger kiiciik metabolitlere kiyasla c¢ok daha biiyiik
miktarlarda olustugunu belirtmektedirler. Koyunlarda 20 mg/kg MS iv. ve im.
uygulama sonrast MAA'nin farmakokinetik profilini incelemisler, 12 koyun, 2 x 2

caprazlama c¢alismasina gore iki esit muamele grubuna rastgele ayrilmis, kan 6rnekleri
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onceden belirlenen zaman dilimlerinde 36 saatte toplanmis ve plazma, HPLC- UV
yontemi ile analiz edilmistir. Caligmalarda, MS'un uygulamasindan sonraki plazma
konsantrasyonlari, tiim koyunlarda 5 dakika ila 8 saat arasinda saptanabilmistir. Gruplar
arasinda, maksimum konsantrasyon (Cadoruk) V& maksimum konsantrasyona kadar olan
zaman (tdgoruk) (P <0.01) arasinda iki 6nemli farkli parametre oldugu belirtilmistir. i.m.
AUC / i.v. AUC oraninin 1.12 oldugunu, i.m. ve i.v. MS uygulanmanin MAA'da klinik
olarak anlamli fark gostermedigini, koyunlarda MS’in giivenlilik ve etkinlik profilini

degerlendirmek i¢in daha ileri ¢alismalara ihtiyag oldugunu vurgulamaktadirlar (26).

Tanyildizi ve Bozkurt 75 ve 50 dozlarinda asetilsalisilik asit ve 50 mg/kg
metamizol uygulamasinin koglara semen kalitesi ve sperm hiyaliironidaz aktivitesi
lizerine etkilerini test etmisler, asetilsalisilik asit ve metamizoliin koglarda sperma
hiyaliironidaz aktivitelerini anlamli olarak arttigini belirlemislerdir. Ek olarak, her iki
gruptaki sperm motilitesinin kontrol grubuna gore anlamli olarak arttigini, sirasiyla
asetilsalisilik asit ve metamizoliin koglarin sperm konsantrasyonlarinda ve sperm
hacimlerinde belirgin azalma yaptigin1 vurgulamaktadirlar. Sonug olarak, asetil salisilik
asit ve metamizol kullaniminin, sperm hiyaliironidaz aktivitesi ve sperm hareketlerinde
artisa neden olsa da, bu ilaglarin 6 giin siireyle kullaniminin sperm konsantrasyonlarini
ve sperm hacmini azalttigini, bu nedenle bu ilaglarin koyunculukta siiriiye ko¢ katimi

sirasinda kullanilmasinin uygun olmadigini tespit etmislerdir (27).

Gok¢imen ve ark.’a gore; MS bir 6n ilag olmasi dolayisiyla, yapilan in-vitro
caligmalarda siklooksijenaz enzimini etkilemedigi belirtilmistir. Bu ¢alismada, kas i¢ine
verilen metamizoliin sican karaciger, akciger ve bobrek dokular iizerineetkileri
aragtirtlmistir. Caligmada, kontrol ve deney gruplarinda 10’ar hayvan bulunmakta
oldugu ve hayvanlara ise 5 gilin boyunca metamizol verildigi belirtilmistir. Birinci giin,
biitiin deney gruplarina 200 mg/kg dozunda kas i¢i MS uygulanmstir. ikinci giin,
birinci gruptaki iki hayvan eter anestezisi altinda acilmis ve bunlara ait karaciger,
bobrek ve akciger dokular1 alinarak, % 10' luk formol ¢6zeltisi i¢inde tespit edilmitir.
Geriye kalan dort gruba ise, yine ayni dozda MS verilmistir. Caligmanin iiglincii
giiniinde, ikinci gruptaki iki hayvan gibi eter anestezisi altinda bu hayvanlarin dokular
daha oncekiler gibi alinarak tespit edildigi belirtilmistir. Geriye kalan {i¢ gruba, ayni
dozda MS verilmeye devam edilmistir. Dordiincii, besinci ve altinci gilinlerde, geriye

kalan ii¢ grup aynmi islemlerden gecirilerek, bunlara ait dokular alinmistir. Kontrol

18



grubundaysa, sadece kas i¢i serum fizyolojik enjekte edildigi ifade edilmistir. Eter
anestezisi altinda, hayvanlardan alinan doku ve kan Ornekleri histopatolojik inceleme
yapilmis ancak, kontrol ve deney gruplari arasinda istatistiksel yonden anlamli bir
farklilik bulunamamustir. Dolayisiyla, buradan metamizoliin veya benzeri NSAII’larin
kisa vadede giivenilir bir sekilde kullanilabilecegi sonucuna ulasildig: ifade edilmistir
(28).

Zhang ve ark. yaptiklar1 ¢alismada; kegilerin kas sistemi, yag, karaciger ve
bobrek numunelerindeki dipiron (DIP) metabolitlerinin saptanmasi i¢in yiiksek
hassasiyetli giivenilir bir yontem olan LC-MS/MS yontemi kullanilmistir. Analitler,
Oasis MAX SPE kartusu kullanilarak saflagtirilmistir. Metabolitlerden aminoantipirin
(AA), 4-formilaminoantipirin (FAA) ve 4-asetilaminoantipiron (AAA) 0,40-6.00mg/kg
arasinda degisirken, Metilaminoantipiron (MAA) i¢in 10.0-125,0 mg/kg arasinda
degistigi ifade edilmistir. Gelistirilen yontemle, 6rnek grubu olarak kullanilan kegi
dokularinda DIP metabolitlerinin belirlenmesi basariyla uygulanabilecegi belirtilmistir
(29).

Jedziniak ve ark. yaptiklar1 ¢alismada; anti-inflamatuvar ilag kalintilarini (16
NSAII, dért metamizol metaboliti ve bes kortikosteroid) belirlemek icin yeni bir yontem
gelistirmiglerdir. Numune hazirlamanm ilk asamasinda, Ogiitiilmiis kas Orneklerine
asetat tamponu ilave edilmis ve 15 dakikalik ultrasonik banyoda bekletilerek enzimatik
hidroliz gergeklestirilmistir. Bu ekstrakt ayrildiktan sonra numunelerdeki analitler iki
kez asetonitril ile yeniden ekstrakte edildikten sonra ekstraktlar birlestirilmis ve LC-
MS/MS sssteminde analiz edilmislerdir. Analitler metanol / asetonitril (8: 2) ve 0.05 M
amonyum format ¢ozelti karisimi ve gradiyen bir akis kullanilarak LC-MS/MS ile tespit
ve tayin edilmistir. Kullanilan yontem, 2002/657/EC Komisyon Kararinda agiklanan
yonetmelige gore dogrulanmis ve dogrusallik ve hassashigi (tekrarlanabilirlik ve
laboratuvar i¢i tekrarlanabilirlik) hesaplanmistir. Gelistirilen yontem, performans
kriterlerini yerine getirmis oldugunu ve hayvansal kokenli gidalardaki veterinerlik ilag¢

kalintilarinin resmi kontroliinde kullanilabilecegi ifade edilmistir (30).

Klaus ve ark. yaptiklart ¢aligmada; altt saglikli at ve bir midilli at1 olmak
tizerinde farkli yas ve irklara gore toplam yedi at lizerinde ¢alismistir. Bu calismada

dipiron metaboliti olan 4-MAA'nin serumdaki farmakokinetik davranisi, incelemistir.
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Biyolojik yar1 omiir (t12) 4.85 saat, ortalama dagilim hacminin (Vg) 1.85 L / kg ve
toplamin medyan ortalamasinin 4.0 mL/kg oldugu tespit edilmistir (31).

Pamel ve Daeseleire yaptiklari ¢alismada; sigir eti ve siitiindeki 15 NSAIi’larm
LC-MS/MS ile ¢oklu olarak eszamanli tespiti Ve tayini gerceklestirilmistir. NSAII’ ler
(karprofen, diklofenak, flufenamik asit, fluniksin, 5- hidroksifluniksin, ketoprofen,
mefenamik asit, meloksikam, metilaminoantipirin, naproksen, niflimik asit,
fenilbutazon, ramifenazon, salisilik asit ve tolfenamik asit gibi analitler tayin edilmistir.
Analizlerde i¢ standartlar olarak; fluniksin-d3, diklofenak-d4, 4-aminoantipirin-d3 ve
fenilbutazonlu-d10 kullanilmistir. Geri kazanim yiizdeleri, sigir eti i¢in % 81-114
arasinda ve siit i¢in ise % 79-118 arasinda degistigi tespit edilmistir. Tekrarlanabilirlik
yiizdelerinde ise et i¢cin % 1-12, siit icin % 1-17 araliginda bulunmustur. Sigir eti
orneklerinde 0.5-579 pg/kg araliginda bulunurken, siit 6rnekleri i¢in ise 0.14-61 pg/kg
araliginda tespit edilmistir. Gelistirilen yontemler yeterlik Ornekleri i¢in basariyla
uygulanmis ve analiz edilmistir. Sonu¢ olarak bu gibi ¢ok amacli yontemler, insan
sagligina zarar verebilecek veteriner ilag kalintilarina maruz kalan et ve siit gibi iiriinler
tayin edilmesine katkida bulundugu ifade edilmistir. Kullanilan bu yontem hizli, diger
bilesikler ve matrislere gore kullanimi kolay, hassas ve kolaylikla farkli drneklere de
uygulanabilecek bir yontem oldugu belirtilmistir (32).

Giorgi vd. yaptiklar1 c¢aligmaya gore; MS, insanlarda, atlarda, sigirlarda,
domuzlarda ve kopeklerde kullanilan analjezik ve antipiretik bir ilag oldugunu
belirtmislerdir. MS hizla aktif primer metaboliti olan 4-metilaminoantipirine (MAA)
hidroliz olur. MAA, diger kiiglik metabolitlere kiyasla ¢ok daha biiyiikk miktarlarda
olusur. Diger sekonder metabolitler arasinda, 4-aminoantipirin (AA) da nispeten aktiftir.
Bu arastirmada, saghkli atlarda 25 mg/kg MS dozundan intravenéz (i.v.) ve
intramiiskiiler (i.m.) yollarla uygulandiktan sonra MAA ve AA metabolitlerinin
farmakokinetik profilleri degerlendirilmistir. Atlara ila¢ uygulamasini takiben
belirlenmis zamanlarda alinan kan plazmalarindaki metabolitler HPLC-UV sistemi ile
analiz edilmistir. MS uygulanmasindan sonra MAA' nin plazma konsantrasyonlari, tim
atlarda 5 dakika ile 10 saate arasinda izlenmis olup, AA'nin plazma konsantrasyonlari
ise ayn1 zaman araliginda ancak daha kii¢iik derisimlerde oldugu gozlenmistir. Calisma
sonucunda gruplar arasinda istatistiksel olarak farklililk gostermis oldugu ifade
edilmistir (26).
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Tiim bu ¢alismalar degerlendirildiginde, MS’un sulu ¢ozeltilerinin izo-ozmotik
oldugu, %70 oraninda metabolize edildigi, metabolitlerinin ilk 24 saatte idrarla atildigs,
t12B=3-10 saat oldugu bildirilmektedir (24). MS’un, farelerde 20 ve 50 mg/kg’a gore
100 mg/kg dozun daha toksik oldugu, bobrek ve karacigerde hasara ve oksidatif strese
neden olabilecegi Yapar ve ark, tarafindan (33), asetil salisilik asit ve MS’un koglarda
sperm motilitesi ve hyaluronidaz aktivitesinde artisa neden oldugu, sperm
konsantrasyonu ve semen hacmini azaltti§i Tanyildizi ve Bozkurt tarafindan
bildirilmektedir (27). Gok¢imen ve ark, ise si¢anlarda 200 mg/kg dozunda kas i¢i MS
uygulamasiin akciger, karaciger ve bobrek dokularinda her hangi bir hasara neden
olmadigint rapor etmektedirler (28). Insanlarda kisa siireli mutad dozlarda MS’un
uygulamalarinin agraniilositozise neden olmadigi fakat uzun siireli yiiksek dozlarin
neden olabilecegi ise Ibanez ve ark, tarafindan belirtilmektedir (34). Ancak yaptigimiz
literatlir taramalarinda; saf kan arap atlarinda, her iki cinsiyete ait farkli uygulama
yollartyla ila¢ uygulamasi sonrasi elde edilen kan 6rneklerinde ilacin metabolitlerine ait

verilere rastlanmamuistir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Deneme Hayvam

Aragtirmanin birinci boliimiinde; ¢alismada kullanilacak atlar, 6zel bir at
ciftliginde bulunan saf kan arap atlarindan 7 adet disi, 7 adet erkek olacak sekilde
toplam 14 Safkan Arap ati (Equusferus cabalus) (ortalama 380-450 kg) secildi.
Denemelere baslamadan 6nce 1.U. Saglik Bilimleri Enstitiisii Etik Kuruluna yapilan
basvuru sonrasinda tiim c¢alisma siirecinde hayvanlar {izerinde gergeklestirilecek
islemlerin 07.12.2017 tarihli etik kurul oluru belgesi sonras1 Etik Kurul Yonergelerine
gore yapildi (EK-2).

Aragtirmanin ikinci boliimiinde; atlardan damar i¢i (i.v.) ve kas i¢i (i.m.) yolla
uygulamalardan sonra farkli siirelerde alinan kan Orneklerinin ekstraksiyon islemleri
Inonii Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Analitik Kimya Anabilim Dalin’da bulunan
Analitik Kimya Arastirma Laboratuvarinda yapilarak HPLC ve LC-MS/MS

cihazlarinda analize hazir hale getirilmistir.
3.1.2 Kullanmilan Arac¢ Gerecler ve Kimyasallar

e Yiiksek Basingli Stvi Kromatografi (HPLC)/(Shimadzu)

e Yiiksek Basingli S1vi Kromatografi Kiitle spektrometresi (LC-MS/MS, Agilent)

e Hassas Terazi, (Sartirus)

o Vortex, (IKA)

e Santifiiriij, (80-2A YUDA)

e Vakumlu cam tiip (10 m EDTA’ 11)

e Derin dondurucu

e pH metre, (HANIVA instruments, HI 931401).

e Analitik kolon (C18 hidrokarbon zincirine bagl silika igeren, partikiil
biiyiikliigii 5 pm olan, 250 x 4.6 mm boyutlarinda, 150 A, ODS-2 ters faz kolon
(Kromasil-100-5).

e SPE kolonu (Supelco HLB 30 mg/mL SPE tube)

e SPE ekstraksiyon iinitesi (Sekil 3.1)

e NANO pure UV Saf Su Cihaz1 (Milli-Q, Millipore)
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e Solvent Siizme Aparati (Waters, Division of Millipore Milford, ABD)

e Membran filtre 47 mm, 0,45 um por ¢apinda

e Otomatik Pipetler (Brand)

e Numune Siizme Filtresi (PTFE, por biiytikliigii: 0,2 pm, ¢ap1: 13 mm (Sigma-
Aldrich)

e Eppendorf tiipti (1000, 1500 pl hacimlerinde)

e Cam (10 mL) ve poletilen tiipler (5 mL)

3.1.3. Kimyasal Madde ve Solventler

e Diklormetan (GPRTM BDH prod28096 6F )

e Asetonitril (J.T.Baker Inc.), disodyum hidrojen fosfat (NazHPQa, Merck)
e Sodyum dihidrojen fosfat (nahzpos, Merck)

e Sodyum hidroksit (nach, Merck), orthofosforik asit (HsPO4, Merck)
e Enrofloksasin (biochemika/Fluka, 17849), trietilamin (J.T.Baker Inc.)
e Su olarak ultra saf su 18.2 kullanildi.

e Methanol, Asetonitril

e Amonyum Format

o Asetik Asit

e Metanol HPLC Grade (Merck, Almanya)

e Asetonitril HPLC Grade (Sigma-Aldrich, Almanya)

e Asetik asit (BPH Limited Poole, Ingiltere)

e Metamizol Sodyum(MS)

e 4-metilaminoantipirin (MAA)

e 4-formilaminoantipirin (FAA)

e 4-asetilaminoantipirine (AAA)

e 4-aminoantipirine (AA) (Sigma-Aldrich)

3.2. Metot

3.2.1. Atlarin gruplandirilmasi ve deneysel dizayn

Bu calismada; MS uygulamasi i¢in segilen erkek ve disi saf kan Arap atlarina
hem damar igi (i.v.) ve hem de kas i¢i (i.m.) yolla uygulandi. Toplam olarak 14 (7 adet

disi, 7 adet erkek) safkan arap ati kullanildi. Kullanilacak hayvanlar 15 giin dncesinde
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erkekler ile disiler ayr1 ayr1 bir arada olacak sekilde bir ortama alind1 ve herhangi bir
ilac uygulanmasi yapilmayacak sekilde koruma altina alindi. Hayvanlar ilag
uygulamalarindan bir giin 6nce doz ayarlamasinin dikkatli olarak belirlenebilmesi igin
tartildi. En az 2-2,5 yas ve ortalama 380-450+kg oldugu tespit edildi. Yem olarak giinde
3 defa silaj, su ad libitum( yiyebildigi kadar yemleme) olarak verildi. Atlara asagida
belirtilen yollardan MS uygulandi ve sadece belirlenen 12 zaman noktalarinda 10 mL

kan alind1 ve bagka herhangi bir islem yapilmada.
3.2.2. Damar i¢i uygulama

Atlara normal yem ve su ad-libitum verildi, 25 mg/kg (500 mg/mL) MS V.
jugularis’ ten damar igi (i.v.) yolla enjekte edildi, uygulama oncesi, 0. dakika ve
uygulama sonras1 15., 30., 45., 60., 90.dakikalar ile 2., 3., 4., 6., 8. ve 12. saatlerde
toplam 12 farkli zaman noktasinda her defasinda 10 mL kadar kan kulak venasindan (V.
aurocularis) alindi ve kan ornekleri aninda steril 10 mL’lik EDTA’l1 vakumlu tiiplere
alindi, 5000 devirde 15 dakika siireyle santrifiije edilerek elde edilen plazma 6rnekleri
saklama tiiplerine aktarilarak, ekstraksiyon ve analiz edilinceye kadar derin
dondurucuda (20 °C) saklandi.

Bu uygulamadan dolay1 viicutta kalan ilacin temizlenmesi ve/veya enzim
indiiksiyonu/inhibisyonunun sonlanmasi i¢in iki hafta siireyle beklenildi. iki haftalik
temizlenme siiresinden sonra ayni atlarda bu kez asagida belirtilen kas ig¢in uygulamaya

gecildi.
3.2.3. Kas i¢ci uygulama

Yukaridaki grupta yer alan atlara normal yem ve su ad-libitum verildi, 25 mg/kg
(500 mg/mL) MS m.semitendinozus ve m.semimembranozus arasindan kas i¢i (i.m.)
yolla enjekte edildi. Uygulama oncesi 0. dakika ve uygulama sonrasi 15., 30., 45., 60.,
90.dakikalar ile 2., 3., 4., 6., 8. ve 12. saatlerde toplam 12 farkli zaman noktasinda her
defasinda 10 mL kadar kan kulak venasindan (V. aurocularis) alindi ve kan &rnekleri
aninda steril 10 mL’ lik EDTA’I vakumlu tiiplere aktarildi. 5000 rpm’de 15 dakika
stireyle santrifiije edilerek elde edilen plazma ornekleri saklama tiiplerine aktarilarak,

ekstraksiyon ve analiz edilinceye kadar derin dondurucuda (—20 °C) saklanda.
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3.3. Plazma Metamizol ve Metabolitlerinin tayin edilmesi

3.3.1. Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi

Analitik safliktaki standart ve metabolitler olan; metamizol sodyum, 4-
metilaminoantipirin  (MAA), 4-formilaminoantipirin (FAA), 4-asetilaminoantipirin
(AAA) ve 4-aminoantipirinden (AA) hassas terazide tartilip metanol ile ana stok
¢ozeltisi hazirlandi. MS ve metabolitlerinin at plazma kalibrasyon standartlar1 ve kalite
kontrol 6rneklerinin her birinin stok ¢6zeltisi ilagsiz plazmaya eklenmesiyle hazirlandi.
Giinliik olarak hazirlanan bu standart ¢ozeltilerin HPLC ve LC-MS/MS ‘de tespit ve
tayinleri yapildi.

3.3.2. Kalibrasyon standartlari ve kalibrasyon 6rneklerinin hazirlanmasi

* 50 mg MS alinarak 50 mL’ ye saf su ile seyreltilmis ve 1000 ppm stok 1 ¢ozeltisi

hazirlandi.

» Stok 1 ¢ozeltisinden (1000 ppm/ mg/mL) 1 mL alinarak saf su ile 100 mL’ ye
tamamlanarak 10 ppm stok 2 ¢6zeltisi hazirlandi.

» Stok 2 ¢ozeltisinden (10 ppm/ mg/mL ) 10 mL alinarak saf su ile 100 mL’ ye
tamamlanarak 1000 ppb stok 3 ¢6zeltisi hazirlandu.

» Stok 3 c¢ozeltiden (1000 ppb/ pg/mL ) 5 mL alinarak saf su ile 10 mL’ye
tamamlanarak 500 ppb kalibrasyon ¢ozeltisi,

* Stok 3 c¢ozeltiden (1000 ppb/ pg/mL ) 2 mL alinarak saf su ile 10 mL’ye
tamamlanarak 200 ppb kalibrasyon ¢ozeltisi,

* Stok 3 ¢ozeltiden (1000 ppb/ pg/mL) 1 mL alinarak saf su ile 10 mL’ye tamamlanarak
100 ppb kalibrasyon ¢ozeltisi,

» Stok 3 ¢ozeltiden (1000 ppb/ pg/mL) 0,5 mL alinarak saf su ile 10 mL’ye
tamamlanarak 50 pbb kalibrasyon ¢ozeltisi,

* Stok 3 ¢ozeltiden (1000 ppb/ pg/mL) 0,1 mL alinarak saf su ile 10 mL’ye
tamamlanarak 10 pbb kalibrasyon ¢ozeltisi,

» Stok 3 c¢ozeltiden (1000 ppb/ pg/mL) 0,05 mL alinarak saf su ile 10 mL’ye

tamamlanarak 5 pbb kalibrasyon ¢ozeltisi hazirlandi.
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Metamizol sodyum igin hazirlanan bu kalibrasyon ¢ozeltileri, her bir metabolit (4-
metilaminoantipirin  (MAA), 4-formilaminoantipirin (FAA), 4-asetilaminoantipirin

(AAA) ve 4-aminoantipirinden (AA) i¢cin de ayni sekilde seyreltme yapilarak hazirlandi.

3.3.3. Orneklerin hazirlanmasi

3.3.3.1. Kat1 Faz Ekstraksiyon Kolonlarinin Hazirlanmasi

SPE kolonlar1 daha iyi bir ayristirmanin saglanmasi i¢in kolonun hazirlanmasi
amaci ile sartlandirildi. Sartlandirmak igin once kolonlardan 2 mL metanol ve daha
sonra 2 mL deiyonize su gegirildi. Bu islem i¢in otomatik SPE ekstraksiyon sistemi
kullanilarak bu sekilde vakum altinda SPE kartuslar1 sartlandirildi. Akis orani 1-2
mL/dk olarak ayarland1 (Sekil 3.1).

Sekil 3.1 Otomatik kolonlar1 sartlandirma ve analitlerin ekstraksiyon sistemi (SPE

sistem)
3.3.3.2. Plazma ekstraksiyonun optimizasyonu

Plazma oOrneklerinden analitlerin optimum ekstraksiyonu icin farkli solvent ve
solvent karisimlar1 kullanildi. Bu sekilde en uygun solvent karisimi ve akis semasi
tespit edildi.

Ekstraksiyon islemi igin temel olarak Dominguez-Ramirez ve ark.(25) ile Mario

Giorgi ve ark.(35) tarafindan rat ve koyun plazmasindan yapilan islem temel alinip
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modifiye edilerek uygulandi. Ornek hazirlama basamaginda C18 kat1 faz ekstraksiyon
(SPE) kartiijleri kullanildi. Daha sonra kalibrasyon standartlar1 ve kalite kontrol
numuneleri kartiijlerden geg¢irildi. Ardindan analitler kartuslardan elue edildi. Bu
eluentler vakumlu doner evaporatdrde kuruluga kadar u¢urulduktan sonra, kalint1 100
uL hareketli fazda ¢oziilerek HPLC ve LC-MS/MS sistemlerine enjekte edildi. Asagida

gosterilen semalarda ekstraksiyon basamaklari gosterilmistir(Tablo 3.1).
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Tablo 3.1. Optimizasyon ¢alismalarinda yapilan ekstraksiyon basamaklari

@.5 mL plazma (Kor) ‘ {

0.5 mL plazma(Kor)
+200 ppb Mix

100 pL NaOH(1 N)
eklendi ve vorteks
islemi

Etil asetat:DCM(4
mL) sonrasi
vorteks islemi

Santrifj islemi (10
dk, 10 °C)

Organik fazin

ayrilmasi

Filtreleme islemi

Kurutma iglemi
(37-40 °C)

1000 pL
ACN:Amonyum
format(Mobil faz)

HPLC/ LC-MS/MS

100 pL NaOH( 1 N)
eklendi ve
vortexlendi

4 mL Etil
asetat:DCM ile
Vortex islemi

Santrifij islemi (10
dk, 10°C)

Organik fazin

ayrilmasi

Filtreleme islemi

Kurutma islemi
(37- 40 °C)

1000 pL
ACN:Amonyum
format (Mobil faz )

HPLC/ LC-MS/MS

1

P

Sartlandirma

SPE icin ‘
(3 mL Metanol )

0.5 mL 200 ppb
Mix(MS,MAA,AA,
AAA, FAA)

ElGsyon islemi
(4 mL ACN)

Filtreleme islemi

Kurutma iglemi
(37- 40 °C)

1000 pL
ACN:Amonyum
format

HPLC/ LC-MS/MS

Sartlandirma

SPE igin
(3 mL Metanol )

0.5 mL 200 ppb

Mix(MS,MAA,AA,

AAA,FAA)

Eltisyon islemi

(4 mL Etil asetat:DCM)

Filtreleme islemi

Kurutma islemi
(37- 40 °C)

1000 pL

ACN:Amonyum

format

HPLC/ LC-MS/MS

| SPE icin Sartlandirma
(3 mL Metanol )

{ SPE icin Sartlandirma )

(3mLACN)

’ SPE icin Sartlandirma
(3mLACN)

0.5 mL Plazma(Kor)
+200 ppb Mix

Eltsyon (Etil
asetat:DCM(4 mL)

Filtreleme islemi

Kurutma islemi
(37- 40 °C)

1000 pL
ACN:Amonyum

HPLC/ LC-MS/MS

0.5 mL 200 ppb Mix

ElGsyon (%5Formik
asit:ACN(6 mL)

Filtreleme islemi

Kurutma islemi
(37-40°C)
1000 pL

MeOH:ACN:Amonyum
format

HPLC/ LC-MS/MS

0.5 mL plazma(Kor)
+200 ppb Mix

ElGisyon (%5Formik
asit:ACN (6 mL)

Filtreleme islemi

Kurutma islemi
(37-40°C)

1000 plL

ACN:Amonyum format

HPLC/ LC-MS/MS

-

SPE icin Sartlandirma

(3 mL Metanol- 1 mL
Su)

2 mL Plazma(Kor)

ElGsyon (3 mL metanol
ve 0.5 mL amonyum
asetat + Asetonitril)

Filtreleme islemi

Kurutma islemi
(37-40°C)

1000 pL Metanol

HPLC/ LC-MS/MS
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Yapilan optimizasyon c¢alismalar1t sonucunda cihazlara enjeksiyon islemi i¢in 5
mL’ lik eppendorf tiipii icerisine 2000 pL plazma konuldu, tizerine 100 pL 1 M NaOH
eklendi ve sonra 5-6 saniye vortekslenerek homojen bir karigim elde edildi. Bu 6rnek
karisimi 6nceden 3 mL metanol ve 1 mL su ile sartlandirilmis SPE ekstraksiyon
kolonlarindan( C18) gecirildi. Ana analit ve onun metabolitleri disindaki tiim matriks
bilesenleri atik olarak disart siiziildii. Boylece dlgmek istedigimiz analitler ekstraksiyon
kolonunda tutulmus oldu. Ekstraksiyon kolonunda tutulan analitler, kolondan 3 mL
metanol ve 0.5 mL amonyum asetat + Asetonitril (%80:20) cozeltisinen gecirilerek
recinelerden tutulmus olan analitler eliie edilerek SPE kartuslar1 altinda bulunan cam
deney tiiplerinde  biriktirildi. Daha sonra bu cam  tipler igindeki
metanol:amonyumasetat:asetonitril, otomotik 1sitma sistemli azot tlipii bagli inert
ortamli solvent uzaklastirma sisteminde 36 °C’de ucuruldu. Tiiplerin altinda solvent
kalmayana kadar ugurma islemine devam edildi. Alt kisminda analitler bulundugu cam
tiipler lizerine 1 mL hacminde metanol eklenerek 30 saniye vortekslendi ve bundan 40

pL alimarak HPLC ve LC-MS/MS sistemine enjekte edildi.

3.4. Analiz
3.4.1. HPLC Sisteminin Ozellikleri

e Analitik Kolon: Phemomenex nertsil marka C18 5 um partikiil biiyiikliigiinde,
150 x 4,6 mm boyutlarinda, 150 A, ODS-2 ters faz (RP) kolon kullanilds.

e Mobil Faz: 20 mM sodyum asetat+asetonitril (20:80, v/v) (pH: 5), izokratik
calisma.

e Akis hizi: 1 mL /dk.

e Enjeksiyon hacmi: 40 uL

e UV/DAD dedektor: 254 nm,

e (Calisma siiresi: 20 dk.

e Kalibrasyon: Eksternal standartlar kullanilarak olusturuldu.
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Sekil 3.2 HPLC Cihazi ve ekipmanlari

3.4.2. LC-MS/MS Sisteminin Ozellikleri

Tablo 3.2. LC-MS/MS Cihaz1 Calisma Kosullari

Cihaz modeli G6460C
Kromatogram tipi TIC

Iyon kaynag: AJS ESI
Gaz sicakligl 350°C
Gaz akis1 8 L/dk
Sislestirici 45 psi
Sheat gaz sicaklig1 400°C
Sheath gaz akis1 9 L/dk
Akis hizi 0,3 mL/dk
Enjeksiyon hacmi 20 uL

Sekil 3.3 LC-MS/MS Cihazi ve ekipmanlari

30




3.5. Metodun validasyonu

Metamizol metabolitlerinin tayininde HPLC-DAD ve LC-MS/MS kullanild:.
Farkli oranlarda Asetonitril:amonyum asetat(20mM) (20:80) kullanilarak analitlerin
optimum sartlarda ayrilmasi saglandi. Tayin HPLC de 254, 260, 263 nm dalgaboyunda
ve LC-MS/MS’de gergeklestirildi. Optimize edilen metotun sistem uygunluk
parametreleri hesaplandi. Sistem uygunluk parametreleri, analiz esnasinda sistemin
dogru olarak calistigini gostermek i¢in incelendi. HPLC yonteminin valide edilmesinde,
Ozgiinliik, dogrusal aralik, dogruluk, tayin smir1 (LOQ), teshis sinir1 (LOD) gibi
validasyon parametreleri belirlendi.

3.5.1. Geri Kazamim Calismasi

Genel olarak kimyasal analizlerde, metot performansinin degerlendirilmesi ve
izlenmesine yonelik validasyon ve analitik kalite kontrol ¢alismalari, geri kazanim
calismalar1 lizerinden gergeklestirilir. Analitik yontemin dogrulugu, yontem ile elde
edilen deneme sonuglarinin ger¢ek degere yakinlhigidir. Dogruluk icin gergek deger
farkli yoldan elde edilebilir. Bunlardan biri de % Geri kazanim c¢aligmas1 yapmaktir.

% Geri kazanim = Geri Kazanim Konsantrasyonu/ Eklenen Konsantrasyon X 100

Geri kazanim c¢aligsmasinda, bilinen miktarda analit 6rnege ilave edilerek (spike)
ornek analiz edilir ve tespit edilen analit miktar1 ile ilave edilen miktar oranlanir.
Yapilan calismada ise iizerine bilinen miktarda Metamizol ve metabolitleri ilave edilmis
bos plazmalardan geri alimlar, direkt standart soliisyonlarinin injeksiyonlarini tekiben
olusan piklerin alanlar1 ile karsilastirilarak hesaplandi. Ilag yogunlugu bilinmeyen
ornekler, analiz boyunca bilinen miktarda ilag ilave edilmis plazma o6rnekleri referans

alinarak hesaplanda.
3.5.2. Tayin Limiti ve Ol¢iim Limiti

Tayin limiti i¢in ayri ayri blank numunelerinin igine; MS i¢in 10 pg/mL, 4-
metilaminoantipirin (MAA) i¢in 10 pg/mL, 4-formilaminoantipirin (FAA) igin 20
pg/mL, 4-asetilaminoantipirine (AAA) i¢in 10 pg/mL, 4-aminoantipirine (AA) igin 20
pg/mL olacak sekilde standartlar eklendi. Ekstraksiyon islemi 6rneklere uygulanan
metodun ayni islem basamaklar1 uygulanarak yapildi. Eklenmis blank ile 10 defa
bagimsiz c¢alisma yapilarak olglimlerin ortalamasi ve standart sapmasi hesaplandi. Tayin

limiti asagidaki formiile gére hesaplanmistir.
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Tayin Limiti = 3sd, Olgiim Limiti = 10sd (C = Standart konsantrasyonu, Sq = Standart

sapma)
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4. BULGULAR

Ulkemizin de 6nemli bir ekonomik gelir kaynagi olan saf kan Arap atlarinda,
Metamizol Sodyumun iki farkli damar i¢i ve kas i¢i uygulama sonrasi ¢alisma siiresince
ila¢ uygulanan hayvanlarda herhangi bir yan etki gézlenmedi. Metamizol Sodyum;
damar i¢i ve kas i¢i yollarla uygulanmasini takiben ilaglar plazmada 15. dakika ile 12.
saat arasinda, Metamizol Sodyum’un metabolitleri 4-metilaminoantipirin (MAA), 4-
asetilaminoantipirine (AAA) ve 4-aminoantipirine (AA) metabolitleri tespit edilebildi.
4-formilaminoantipirin (FAA) metaboliti ise tayin limitinin altinda kaldigindan tayin

edilemedi.

4.1. Validasyon Bulgular
4.1.1. Ozgiinliik

Etken maddesi igermeyen plazmalarin (sahit plazma) HPLC-DAD sistemine
uygulandiktan sonra, Metamizol Sodyum(MS), 4-asetilaminoantipirine (AAA), 4-
formilaminoantipirin (FAA), 4-aminoantipirine (AA) ve 4-metilaminoantipirin (MAA),
alikonma zamanlar1 olan sirasiyla; 4.72, 5.07, 5.37, 10.93 ve 14.38 siirelerde

kromatogram iizerinde, plazma ve farkli kirlilik kaynakli pikler gézlenmedi (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1 Atlara MS uygulanmadan hemen 6nce ve sonra alinan (to.dk- t15.a« kan plazma

ekstrakti ornegine ait HPLC kromatogramlari.
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4.1.2. Dogrusallik

Numunelere uygulanan SPE ekstraksiyon islemlerinin aynisi, plazmalardaki ilag

derisimlerinin  hesaplanmasi

icin bos plazmalara eklenerek hazirlanan farkl

derisimlerdeki kalibrasyon orneklerine de uygulandiktan sonra, elde edilen pik alanlari

ile plazma ila¢ derisimlerinin karsilagtirilmasi sonucu ¢izilen kalibrasyon egrisinin,

Metamizol Sodyum(MS) igin (0,01-50 pg/mL) ve (r?>= 0,99999), 4-metilaminoantipirin
(MAA) (0,01- 100 pg/mL) ve (r>= 0,9996), 4-formilaminoantipirin (FAA) igin (0,05-
100 pg/mL) ve (r’= 0,9998), 4-asetilaminoantipirine (AAA) i¢in (0,01- 100 pg/mL) ve
(r’= 0,9995), 4-aminoantipirine (AA) i¢in (0,05- 100 pg/mL) ve (r>= 0,9995) araliginda
dogrusal oldugu gozlendi (Sekil 4.2, Sekil 4.3, Sekil 4.4, Sekil 4.5).

E Calibration Curve Yiew

Conc.

Name

Type

Channel

Ret. Time

W A4

Target

Ch1 230nm

3.657

50}

T
250000

T
500000

7E-DID 00

1DDDIDUD

1250‘000

Area

Y =ax+b

a = 3.702551e-005
b = 2.158235¢-003
R"2 = 0.9999345
R = 05995972

Extemnal Standard
Curve Fit Type:Linear
Origin:MNot Forced
Weight:None

Mean RF : 3.090133e-005
RF 5D : 5.522407=-006
RF %RS5D : 30.81552

Level Conc.

Areal

1 0.0100000 [V 758
2 0.0500000 |[@ 1531
3 0.1000000 |V 3407
4 1.000000 |[v 27425

10.00000 [ 267467
6 50.00000 | 1350855
T 100.0000 [~ 2373600

Sekil 4.2 Metil Aminoantipirin (MAA) standart kalibrasyon grafigi
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Ej Calibration Curve View

Conc.
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Sekil 4.3 Amino antipirin (AA) standart kalibrasyon grafigi
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onc 5 = 1.8536762-005
] 7 b =-0.4849452
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Curve Fit Type:Linear
Origin:Not Forced
Weight:None
Mean RF : 1.650210e-005
RF SD : 1.222752e-006
RF %RSD : 7.409675
Level Conc. Areat
1 0.0100000 (v 641
2 0.0500000 |[v' 3219
3 0.1000000 |[v 6217
- 1.000000 |[v 62429
S 10.00000 [[v 632723
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Sekil 4.4 Asetil amino antipirin (AAA) standart kalibrasyon grafigi

Alrea
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‘gJ Calibration Curve View D%
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Sekil 4.5 Formil amino antipirin (FAA) standart kalibrasyon grafigi

4.1.3. Geri kazanim

2000000

2500000

3000000

3500000

Area

Metamizol Sodyum(MS), 4-metilaminoantipirin (MAA) disiik konsantrasyonlar

icin >%92 ve orta ve yiiksek konsantrasyonlar i¢in >%95; 4-aminoantipirine (AA) ig¢in

diisiik konsantrasyonlarda >%88 ve orta konsantrasyonlarda >85 ve yiiksek

konsantrasyonlar i¢in >%95; 4-formilaminoantipirin (FAA) diisiik konsantrasyonlar igin

>%92 ve orta ve yiiksek konsantrasyonlar i¢in >%93 ve 4-asetilaminoantipirine (AAA)

icin ise diisiik konsantrasyonlar i¢in >%82 ve orta konsantrasyonlar i¢in >%89 ve

yiiksek konsantrasyonlar igin ise >%95 olarak geri kazanimi elde edildi. Metamizol

metaboliti olan MAA, AA, AAA ve FAA i¢in geri kazanim sonuglar1 Tablo 4.1 de

gosterilmistir.
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Tablo 4.1 Metamizol metaboliti olan MAA, AA, AAA ve FAA igin geri kazanim

sonuglari
Metabolitler Konsantrasyon Eklenen (ng/mL) % Geri kazanim=ss
Arahig
Diisiik 0,10 92.4+1,09
MAA Orta 10
98,5+1,53
Yiiksek 50 96,7+1.28
A Diisiik 0,10 88,143.44
Orta 10
85,3+2,21
Yiiksek 50 95,042.67
Diisiik 0,10 82.7+3.39
Orta 10
89,8+3,16
Yiiksek 50 95,6+1,12
Diisiik 0,10 0374125
F S Orta 10
92,2+2.93
Yiiksek 50 93.543.05

Bu geri kazanim degerleri, ¢alismamizin analitik metot kaynagi olarak belirlenen

literatiir verileriyle benzerlik gostermektedir.
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4.1.4. Metot Validasyonu Calismalar:

Standartlar eklenmis blank ¢ozeltileri ile 10 defa bagimsiz c¢alisma yapilarak

Olcltimlerin ortalamasi ve standart sapmasi hesaplandi. Tayin ve Olglim limitleri ana

bilesen ve tiim metabolitler i¢cin asagidaki formiile gore hesaplandi. Sonuglar Tablo 4.2’

de verilmistir.

Tablo 4.2 Tayin limiti ve 6l¢tim limiti sonuglari( ng/mL)

Tekrar MS MAA AA AAA FAA
1 9,23 17,02 17,92 7,87 17,78

2 7,26 16,39 20,55 9,45 18,52

3 9,02 16,65 17,31 7,99 19,45

4 8,69 18,92 20,35 8,61 16,11

5 7,81 18,34 18,84 8,78 19,45

6 8,94 18,76 18,23 9,82 18,84

7 9,04 17,71 16,47 8,03 18,99

8 7,38 18,08 19,35 9,54 16,25

9 9,67 16,15 19,23 7,56 19,51
10 9,25 16,56 17,18 7,89 18,56
Ortalama 8,63 17,46 18,54 8,55 18,35
Sd 0,84 1,03 1,36 0,81 1,26
LOD 2,52 3,09 4,08 2,43 3,77
LOQ 8,40 10,31 13,61 8,11 12,58
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Tablo 4.3. Metamizol sodyumun disi ve erkek atlara damar igi ve kas i¢i (25,0 mg/kg

dozunda) uygulanmasini takiben kan alma zamanlarindaki MAA i¢in ortalama plazma

derisimleri
Gruplar ve Uygulama yollar
Metabolitler Disi at Disi at Erkek at Erkek at
Kan alim V. i.m. AV i.m.
zamanl
Plazma derisimleri(ng/mL) )tstandart sapma
to.dk - - i ]

15,0k 107,2145,54 | 47,94+6,058 | 113,67+539 | 46,65+7,17

MAA fsoae 71,024,051 | 56,64=1,49 | 99.06+11,62 | 93,42+5,65
(ng/mL) L.k 62,34+2,18 50,44£3,90 | 88,12+15,65 | 95,87+9,04
fooak 422541242 | 40,951,060 | 62,7245532 | 71,11+4,42

e > 38,67£2,366 | 36,79+1,504 | 57.65:2,911 | 62,36+2,81

b 27,29+3,506 | 24.86+2,473 | 56,84+6,486 | 53,68+1,69

- 15,851,045 | 12,91+1,616 | 42,88+2,287 | 49,33+2,01

fsaa 9,880,718 | 7,22+1,347 | 36,467,669 | 42,4443,74

& 8,25+1,694 6,80+0,737 | 24,67+6,430 | 9,434+2,48

fo st 3,190,790 6,170,682 9,76+4,990 8,32+1,15

112 saat 0,79+0,338 4,69+1,365 5,5842,939 7,1240,73
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Tablo 4.4 Metamizol sodyumun disi ve erkek atlara damar i¢i ve kas i¢i (25,0 mg/kg

dozunda) uygulanmasini takiben kan alma zamanlarindaki AAA igin ortalama plazma

derisimleri
Gruplar ve Uygulama yollari
Metabolitler Disi at Disi at Erkek at Erkek at
Kan alim i.v. i.m. i.v. i.m.
zamanl
Plazma derisimleri(ng/mL) )xstandart sapma
to.dk - ) - -
t15.0x
0,107+0,013 0,14+0,028 | 0,142+0,0144 | 0,10+0,041
AAA t30.dk
(ng/mL) 0,411+0,024 | 0,18+0,0101 | 0,385+0,0203 | 0,12+0,067
t
Aok 0,479£0,083 | 0,232+0,0164 | 0,565+0,0121 | 0,145+0,082
teo.
o0k 0,67240,0754 | 0,306£0,0281 | 0,643+0,0731 | 0,254+0,035
t
- 0,644+0,0667 | 0354+0,013 | 0,547+0,0532 | 0,328+0,042
t
o 0,23240,0541 | 0,187+0,046 | 0,231+0,0133 | 0,195+0,053
t
St 0,209+0,0819 | 0,192+0,028 | 0,147+0,0164 | 0,139+0,028
ta,
P 0,272+0,0628 | 0,181+£0,032 | 0,165+0,0205 | 0,167+0,81
4
seat 0,133+0,046 | 0,114+0,035 | 0,156+0,032 | 0,131+0,094
oot 0,120+0,031 0,107+0,042 | 0,132+0,067 | 0,118+0,087
to,
12 e 0,109+0,066 | 0,110£0,078 | 0,106+0,079 | 0,109+0,073

40




Tablo 4.5 Metamizol sodyumun disi ve erkek atlara damar i¢i ve kas i¢i (25,0 mg/kg

dozunda) uygulanmasini takiben kan alma zamanlarindaki AA i¢in ortalama plazma

derigsimleri
Gruplar ve Uygulama yollari
] Disi at Disi at Erkek at Erkek at
Metabolitler iV, i.m. iV, i.m.
Kan alma
zamani
Plazma derisimleri(ng/mL) )+standart sapma
to.dk - i - -
1154k
1,90+0,28 1,24+0,336 1,64+0,16 1,30+0,21
AA tao 6.24+037 | 538:0,560 | 5.18+1.14 5.4041.04
(”g/mL) t s s s ) s s P s
ok 16,64+1,66 6,53+1,64 17.56+2,10 5.64+1,28
e
Y 16,67£128 | 11,60£124 | 16,64+124 10,75+2,22
t
0 13.64£133 | 14.84+2.47 | 12,54+1,19 15,6241 31
t
S 8,52+0,95 7,18+1,20 7,63+1,16 9,091+1,27
fasaa 7,2141,22 7,19+1,18 6,14+1,19 8,03+1,11
1
i 5.87+0.81 6,63+1,10 6,86+1,10 6,56=1,11
t
bt 4,33+0,92 521+1,04 4,25+1,02 520+1,14
t
Beaal 1,300+0,62 2,20+0,83 2,23+1,02 2,18+1,13
t
12 saat 1,27+0,29 1,020,306 1,13+0,22 1,19+0,33
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Yapilan analizlerde, disi ve erkek atlarda i.v. ve i.m. uygulamalari sonrasinda 25 mg/kg
dozunda MS uygulanmasini takiben MAA, AA ve AAA i¢in ortalama plazma derigimi-
zaman egrisi( Sekil 4.6, Sekil 4.7, Sekil 4.8, Sekil 4.9)
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Kan alim zamanlari(saat)

Sekil 4.6 Disi atlara i.v. 25 mg/kg dozunda MS uygulanmasini takiben MAA, AA ve AAA

icin ortalama plazma derisimi-zaman egrisi.
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Plazma Konsantrasyonlari
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0 L g L L
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Kan alim zamanlari(saat)

Sekil 4.7 Disi atlara i.m. 25 mg/kg dozunda MS uygulanmasini takiben MAA, AA ve

AAA i¢in ortalama plazma derisimi-zaman egrisi.
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Sekil 4.8 Erkek atlara i.v. 25 mg/kg dozunda MS uygulamasini takiben MAA, AA ve

AAA igin ortalama plazma derisimi-zaman egrisi.
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Sekil 4.9. Erkek atlara 25 mg/kg dozunda i.m. MS uygulanmasini takiben MAA, AA ve

AAA igin ortalama plazma derigimi-zaman egrisi.

Yapilan analizlerde disilerde i.v. im. MS uygulanmasi sonrasi 15, 30, 60
dakikalar ve 6.saatdeki plazma ekstraktina ait HPLC kromatogramlari verilmistir (Sekil
4.10, Sekil 4.11, Sekil 4.12, Sekil 4.13, Sekil 4.14, Sekil 4.15 Sekil 4.16, Sekil 4.17).
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Sekil 4.10. Disilerde i.v. MS uygulamasi sonras1 15.dakikada (ti5.4k ) plazma ekstraktina
ait HPLC kromatogrami.
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Sekil 4.11. Disilerde i.v. MS uygulamasi sonrasi 30.dakikada (t3o.ak ) plazma ekstraktina
ait HPLC kromatograma.
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Sekil 4.12. Disilerde i.v. MS uygulamasi sonrasi 60.dakikada (teo.dk ) plazma ekstraktina
ait HPLC kromatograma.
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Sekil 4.13. Disilerde i.v. MS uygulamas1 sonrasi 6.saat (ts. sa ) plazma ekstraktina ait
HPLC kromatogramu.

45



uv

Mas

45000+ !]

1450 / SETEN

33000+

0000+

15000+

10000

TLEES [ 46850/ AN

1PDA Mt 1
f:rmm:r
~3PDA Mt 3

A Mt 3

L S B B R

0o 25 50 75 W00 125 150 175 200
min

Sekil 4.14. Disilerde i.m. MS uygulamasi sonrast 15.dakika (tis.dk ) plazma ekstraktina
ait HPLC kromatogrami.
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Sekil 4.15 Disilerde i.m. MS uygulamasi sonrast 30.dakika (tso.dk ) plazma ekstraktina
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Sekil 4.16. Disilerde i.m. MS uygulamasi sonrast 60.dakika (teo.dk ) plazma ekstraktina

ait HPLC kromatograma.
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Sekil 4.17. Disilerde i.m. MS uygulamasi sonrast 6. saat (tssa ) plazma ekstraktina ait
HPLC kromatogrami
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Sekil 4.18. Metamizol ve metabolitleri i¢in olusan LC-MS/MS pikleri
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Yapilan caligmada aktif maddenin dort metabolitinin plazmadaki diizeyinin
belirlenmesi igin yiiksek basingli likit kromatografi (HPLC) ve LC-MS/MS’den
faydalanildi. Metamizol Sodyum(MS) i¢in (0,01-50 pg/mL) arasinda lineer oldugu ve
(r’= 0,99999), 4-metilaminoantipirin (MAA) (0,01- 100 pg/mL) arasinda lineer oldugu
ve (r>= 0,9996),4-formilaminoantipirin (FAA) i¢in (0,05- 100 pg/mL) arasinda lineer
oldugu ve (r?= 0,9998), 4-asetilaminoantipirine (AAA) igin (0,01- 100 pg/mL) arasinda
lineer oldugu ve (r?= 0,9995), 4-aminoantipirine (AA) igin (0,05- 100 pg/mL) arasinda
lineer oldugu ve (r’= 0,9995) oldugu belirlendi. En diisiik tespit edilebilir limitinin
(LOD) ise MS aktif madde igin 2,52 ve metabolitlerden MAA i¢in 3,09; AA igin 4,08;
AAA 243 ve FAA i¢in ise 3,77 pg/mL olarak tespit edildi. Tayin edilebilir limitinin
(LOQ) belirleme calismalarinda ise MS aktif madde i¢in 8,40 ve metabolitlerden MAA
icin 10,31; AA i¢in 13,61; AAA 8,11 ve FAA ig¢in ise 12,58 pg/mL oldugu gézlemlendi.
Olgiimde kullanilan standartlarin giin ici ve giinler aras1 varyansinin yaklasik olarak
%3-5 arasinda degistigi tespit edildi. Tiim metabolitler i¢in geri kazanim degerlerinin %
82,7-98,5 arasinda degistigi gozlendi. Belirlenen bu yontemin biyoesdegerlik
degerlendirmesinde tercih edilecek bir analitik yontem ig¢in yeterli sartlar1 sagladig
goriildii.

Plazma oOrneklerinden aktif madde ve tiim metabolitlerinin optimum
ekstraksiyonu i¢in bazi yontemler ve bu yontemlerde bazi solventler degistirilmisitir.
Tiim ekstraktlarda hem aktif madde analizi yapilmis ve hem de tiim metabolitler tayin
edilmistir. Ekstraksiyonlar igin sivi ekstraksiyon ve SPE ekstraksiyon yontemleri
kullanilmistir. Elde edilen veriler 1518inda hem solvent tiikketimi, zaman, %geri kazanim
degerleri ve hem de ekstraksiyon etkinligi i¢in en uygun yontemin SPE ekstraksiyon
yontemi oldugu goriilmektedir. Optimum ekstraksiyon saglanan karigiminin polariteleri
ve diger kimyasal 6zellikleri acisindan pek farkli olmazsa da, siv1 sivi ekstraksiyonda
¢cozgen karisimi ile yapilan ekstraksiyon islemleri olduk¢a uzun olmasi ve bazi
asamalariin ise ekstraksiyon sisteminden bagimsiz olarak ve havaya ac¢ik bir ortamda
uygulanmasi gerektigi i¢in, plazma numunelerinin ekstraksiyon siirecinde degisik
olusumlara neden oldugu ve bu nedenle oldukga fazla kayiplarin oldugu gézlenmistir.

Atlara iki farkli damar i¢i ve kas i¢i uygulama ile 25 mg/kg dozunda Naproksen
sodyumun damar i¢i uygulanmasimi takiben disi atlarda MAA metaboliti i¢in analiz
sonucu hesaplanan farmakokinetik parametrelerden plazma doruk yogunlugu
(107.10+£5.55 pg/mL) ve plazma derisimi-zaman grafiginde egri altinda kalan alan
(EAA) (194.42+4.77 pg/mL) iken; AA metaboliti i¢in plazma doruk yogunlugu
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(16.68+0.04 pug/mL) egri alt1 alan1 (57.05+0.11 pg/mL) ve AAA metaboliti igin plazma
doruk yogunlugu (0.68+0.02 pg/mL) egri alti alan1 (2.47+0.08 pg/mL) oldugu tespit
edildi. Ayni yol ile uygulanan Naproksen sodyumun erkek atlarda ise MAA metaboliti
icin plazma doruk yogunlugu (114.10+5.57 pg/mL) egri alt1 alam (374.11+38.14
pg/mL) iken; AA metaboliti i¢in plazma doruk yogunlugu (17.57+£0.01 pg/mL) egri alt1
alani (58.48+0.45 ug/mL) ve AAA metaboliti i¢in plazma doruk yogunlugu (0.64+0.02
pug/mL) egri alt1 alan1 (2.29+0.09 pg/mL) oldugu tespit edildi.

Naproksen sodyumun kas i¢i uygulanmasini takiben ise disi atlarda MAA
metaboliti i¢cin plazma doruk yogunlugu (56.65+1.50 pg/mL) egri alti alani
(156.45+£13.46 png/mL) iken; AA metaboliti i¢in plazma doruk yogunlugu (14.85+0.67
pg/mL) egri alt1 alami (56.71+£0.32 pg/mL) ve AAA metaboliti igin plazma doruk
yogunlugu (0.35+0.05 pg/mL) egri alt1 alan1 (1.79+0.06 pg/mL) oldugu tespit edildi.
Ayni yol ile uygulanan Naproksen sodyumun erkek atlarda ise MAA metaboliti i¢in
plazma doruk yogunlugu (96.00+8.96 pg/mL) egri alti alan1 (328.19+£12.49 ug/mL)
iken; AA metaboliti i¢in plazma doruk yogunlugu (15.63+0.03 pg/mL) egri alt1 alani
(58.81+0.96 ng/mL) ve AAA metaboliti i¢in plazma doruk yogunlugu (0.33+0.03
pg/mL) egri alt1 alan1 (1.73+0.09 pg/mL) oldugu tespit edildi.

Damar i¢i uygulanmasini takiben disi atlarda doruk plazma yogunluguna ulagma
zamaninin MAA metaboliti i¢cin en kisa (tdoruk: 0.25+0.00 saat) AA igin  (tdoruk:
0.90+0.14 saat) ve AAA da ise tdoruk:1.10+£0.22 saat en uzun oldugu tespit edilmistir.
Ayni yol ile uygulama sonras: erkek atlarda ise doruk plazma yogunluguna ulasma
zamaninin MAA metaboliti i¢in en kisa (tdoruk: 0.33+£0.11 saat) AAA disi atlardaki gibi
(tdoruk: 0.75%0.00 saat) ve AAA da ise tdoruk: 1.00£0.00 saat) oldugu tespit edilmistir.

Kas i¢i uygulanmasini takiben disi atlarda doruk plazma yogunluguna ulasma
zamaninin MAA metaboliti i¢in en kisa (tdoruk:0.50+£0.00 saat) AAA ve AAA da ise en
uzun (tgoruk: 1.50+0.00 saat) oldugu tespit edilmistir. Ayn1 yol ile uygulama sonras1 erkek
atlarda ise doruk plazma yogunluguna ulasma zamaninin MAA metaboliti i¢in en kisa
(tdoruk:0.70+0.00 saat) AAA ve AAA da ise disi atlardaki gibi (tdoruk:1.504+0.00 saat)
oldugu tespit edilmistir. Doruk plazma yogunluguna ulagsma zamaninin MAA metaboliti
igin disi atlarda en kisa (tdoruk:0.25+0.00 saat) ve yine AAA metaboliti i¢in en uzun disi
atlarda (tdoruk: 1.10+0.22 saat) oldugu tespit edilmistir.

Damar i¢i uygulama sonrasi; yarilanma omrii ve ortalama kalis sliresinin MAA
metaboliti i¢in en uzun erkek atlarda ti2Az: 3.96+0.66 saat, OKS: 2.81+0.54 saat) AAA
metaboliti i¢in (t12Az: 4.80+0.05 saat, OKZ: 3.06+0.04 saat) oldugu tespit edildi.
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Kas i¢i uygulama sonrasi; yarilanma omrii ve ortalama kalig siiresinin MAA
metaboliti i¢in en uzun disi atlarda (ti2Az: 6.81+£2.56 saat, OKZ: 5.9340.69 saat) AAA
metaboliti i¢in en uzun erkek atlarda (tioAz: 7.18+2.89 saat, OKZ: 11.77+4.05 saat)
oldugu gozlemlenmistir. AA metaboliti i¢in ise erkek ve disi atlarda istatistiksel olarak

onemli bir fark olmadig1 bulunmustur (P< 0.05).
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5. TARTISMA

Bu c¢alismada; Metamizol Sodyumun metabolitlerinin, Ulkemizin de énemli bir
ekonomik gelir kaynagi olan saf kan Arap atlarinda, 25 mg/kg dozunda iki farkli damar
i¢i ve kas i¢i uygulama sonrasi 12 saat boyunca plazma dagilimlar1 degerlendirildi. Bu
amagla 14 adet safkan Arap at1 cinsiyete gore her grupta 7 erkek ve 7 disi hayvan olacak
sekilde 2 gruba ayrildi. Kan 6rnekleri ilag uygulamasindan once ve ilag uygulamasini
takiben 15. dakika ile 12. saatler arasinda toplam 12 farkli zaman noktasinda her
defasinda 5 mL kadar kan kulak venasindan (V. aurocularis) alindi. Alinan kan
ornekleri EDTA’l tiiplere konularak santrifiij sonrasi elde edilen plazmalardan gerekli
ekstraksiyon sonrasit plazma Ornekleri DAD dedektorlii  yiiksek basingli  sivi
kromatografisinde (HPLC) ve LC-MS/MS kullanilarak analiz edildi.

Giorgi ve ark. nin atlara 25mg/kg dozunda i.v. MS uygulama sonrasit MAA i¢in
Cdoruk degeri bizim degerlerimizle yakinlik sergilemektedir. i.v. uygulama sonrast AA
icin Cqoruk degeri bizim degerlerimizden diisiiktiir. MAA ve AA’nin im. uygulama
sonrast Cdoruk degerleri bizim degerlerimizden disiiktiir. Giorgi ve ark. nin  i.v.
uygulama sonrast MAA i¢in tdoruk degeri bizim degerlerimizden diisiik olup bu farklilik
ilk 6rnek alma zamanindan kaynaklanmaktadir. Soyle ki, ¢alismamizda ilag uygulamasi
sonrast ilk kan 6rnegi alimi her iki uygulama yolunda da 15. dk. da yapilmistir. i.v.
uygulama sonrast AA igin tdoruk degerleri verilerimizden diisiiktiir. Giorgi ve ark. nin
1.m. uygulama sonrast MAA ve AA’nin tgoruk degerleri bizim degerlerimizden yiiksektir.
Giorgi ve ark. nin i.v. uygulama sonrast MAA i¢in Olgtiikleri EAAo-12 ve EAA0
degerleri bizim degerlerimizle yakinlik sergilerken, ayni metabolitin i.m. uygulama
sonrast EAAo.12, EAAo-» degerleri degerlerimizden biraz diisiiktiir. Giorgi ve ark.nin i.v.
ve 1m. uygulama sonrast AA i¢cin EAAo12 ve EAAo degerleri degerlerimizden
diisiiktiir. Giorgi ve ark.nin i.v. uygulama sonrasi MAA icin EAAM degerleri
calismamizdaki her iki cinsiyet ait i.v. uygulama sonuglariyla yakinlik arz etmekte olup
1.m. uygulama verilerimizden biraz diisiiktiir. Calismamizin i.v. uygulama sonrast MAA
icin OKZ degerlerinin Giorgi ve ark.’a nispeten yakin oldugu sdylenebilir, bu parametre
baglaminda wuygulama yoluna gore belirgin bir farklilik c¢alismamizda da
gozlenmemistir. Calismamizin AA i¢in i.v. ve i.m. uygulama sonras1 OKZ degerleri
Giorgi ve ark.’nin degerlerine ¢ok yakindir. Calismamizdaki 6nemli bir hususu
vurgulamak gerekirse; OKZ parametresi her iki cinsiyette de damar i¢i uygulamalarda

metabolitlerin MAA, AA ve FAA siralamasiyla belirgin farklilik sergilerken, ayni
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durumun kas i¢i uygulamada disilerde azalan, erkeklerde artan bir seyir izledigi
gozlenmektedir (26).

Klaus ve ark. atlara 25 mg/kg dozunda i.v. yolla MS uygulamasi sonrast MAA
icin Ol¢tigli ti2 degeri, calismamizin ayni parametre degerinden yiiksektir.
Calismamizin MAA i¢in Olciilen EAAo.12 ve EAA0 degerleri, Klaus ve ark.’nin ayni
parametre icin bulduklar1 degerden erkeklerde yiiksek, disilerde yakindir. Bu
farkliliklarin ¢alismada kullanilan atlarin yasi, canli agirliklari, tiirii, fizyopatolojik
farkliliklar ve beslenme durumlarindan kaynaklanabilecegi s6ylenebilir (31).

Aupanun ve ark.’nin eseklerde 25 mg/kg dozunda i.v., i.m. uygulama sonucunda
bulduklart MAA igin Cqoruk degeri (211,72) ve i.m. (46,33) olup, bu degerler bizim i.v.
yolla uygulama sonuglarimizdan yiiksek, i.m. yolla elde ettigimiz sonuclarla benzerlik
gostermektedir. Aupanun ve ark.’nin MAA i¢in tgoruk degeri bizim degerlerimizden
diistik olup bu farklilik ilk 6rnek alma zamanindan kaynaklanmaktadir. Soyle ki,
calismamizda ilag uygulamasi sonrasi ilk kan 6rnegi alimi her iki uygulama yolunda da
15. dk. da yapilmistir. Aupanun ve ark.’nin i.v. uygulamada MAA icin olgtiikleri ti
degeri (1,81) ve i.m. (1,94) olup, bu degerler bizim i.v. yolla uygulamada elde ettigimiz
verilerle ayni olup, i.m. yolla 6l¢iilen degerlerimizden diisiiktiir. Bu ¢alismada MAA
icin i.v. yolla uygulamada Az parametresi olarak dlgiilen deger (0,40) olup sonucumuzla
aynidir, bu parametre i¢in i.m. yolla Olciilen degerleri bizim degerimizden yiiksektir.
Yine MAA i¢in iv. uygulama sonrasi Olciilen EAAo12 ve EAAo» degerleri,
degerlerimizden diisiik olup, i.m. degerlerimiz ise aynidir. Calismamizin i.v. uygulama
sonrast MAA i¢in OKZ degerlerinin Aupanun ve ark.’nin degerlerinden ytiiksektir, bu
farkliligin en son kan 6rnegi alma siiresine gore degisebilecegini de vurgulamak gerekir.
Soyle ki; ¢calismamizda en son kan 6rnegi alinmasi 12. Saat yapilmis olup onlarda bu
stire 8. Saatte tamamlanmistir. Bu parametre baglaminda uygulama yoluna gore belirgin
bir farklilik c¢alismamizda da gozlenmemistir. Aupanun ve ark.’nin i.v. ve im.
uygulama sonrast AA i¢in Olgtiikleri tgoruk degeri bizim degerlerimizden distiktiir.
Bunun yaninda i.v. ve im. uygulama sonrast AA i¢in Olglilen EAAo-ast degerleri
degerlerimizden disiiktiir. i.v. ve im. uygulama sonrast AA i¢in Olciilen OKZ
degerlerimiz, Aupanun ve ark.’nin degerlerine ¢ok yakindir. Bu calismada AA igin 1i.v.
yolla uygulamada Az parametresi olarak Olgiilen deger, sonucumuzdan diisiik olup, bu
parametre igin i.m. yolla dl¢iilen degerleri bizim degerimizle aynidir (35).

Giorgi ve ark’nin koyunlarda 20 mg/kg dozunda i.v. ve i.m. uygulama

sonrasinda MAA i¢in 6lctiikleri Cqoruk degerleri uygulama yolu sirasiyla (218) ve (108)
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olup bu degerler bizim degerlerimizden yiiksektir. MAA i¢in i.v. uygulama sonrast tdoruk
degeri bizim degerlerimizden diisiik olup bu farklilik ilk 6rnek alma zamanindan
kaynaklanmaktadir, ancak im. uygulama sonrasi elde ettikleri sonuglar bizim
degerlerimizle aymidir. Giorgi ve ark’ nin koyunlarda i.v. uygulamada MAA igin
Olctiikleri t1» degeri (3,01) ve i.m. (1,45) olup, bu degerler bizim i.v. yolla uygulamada
elde ettigimiz verilere benzer olup, i.m. yolla dlgiilen degerlerimizden diistiktiir. Bu
calismada MAA igin i.v. yolla uygulamada A, parametresi olarak olgiilen deger (0,24)
olup sonucumuzla benzerdir, bu parametre i¢in i.m. yolla Ol¢iilen degerleri bizim
degerimizden yiiksektir. Yine MAA igin, i.v. ve i.m. uygulama sonrasi 0l¢iilen EAAo-12
ve EAAo. degerleri, bizim elde ettigimiz degerlerle benzerdir. Calismamizin i.v.
uygulama sonrasi MAA i¢in Olglilen OKZ degeri Giorgi ve ark.’nin degerlerine
benzerdir. Ancak im. uygulamada elde ettikleri degerler bizim degerlerimizden
diisiiktiir. S6z konusu bu farkliligin Giorgi ve ark.’nin yaptigi ¢alismada en son kan
ornegi alma siiresi 10. saat olup, farkliligin buradan kaynaklanabilecegi soézlenebilir
(36).

Dominguez-Ramirez ve ark.’nin si¢an plazmasinda s.c. (177.8 mg/kg) dozunda
s.c. MS uygulama sonrast MAA i¢in olgtiikleri Cgoruk degeri (95.8) calismamizdaki her
iki cinsiyetteki i.v. uygulamanin degerlerine nispeten yakin olurken, i.m. uygulama
sonrast disi atlarinkinden ¢ok yiiksek olup, erkek atlarinkiyle neredeyse aynidir. AA i¢in
Ol¢iilen ayn1 parametre degeri (21.9) ¢aligmamizin her iki cinsiyet ve her iki uygulama
yoluna ait degerlerden biraz yiiksektir. AAA i¢in Olgiilen yine ayni parametre degeri
(11.8) sonuglarimizin (her iki cinsiyet ve her iki uygulama yoluna ait) degerlerinin ¢ok
tizerindedir. Ayni ¢alismada MAA ig¢in Olgiilen tgoruk degeri (0.25) c¢alismamizin her iki
cinsiyete ait i.v. uygulama verisiyle aynidir. AA’nin degerleri (2) ¢alismamizin her iki
cinsiyete ait i.m. uygulama sonuglara nispeten yakin, fakat AAA icin Olgiilen (4)
deger, ¢alismamizin her iki cinsiyete ait i.m. uygulama sonuclarindan yiiksektir.
Dominguez-Ramirez ve ark.’nin MAA i¢in Olgilen EAAo«» (198.2) degeri
calismamizdaki disilere i.v. uygulamada Olciilen degere ¢ok yakin olurken, ayni
uygulama yoluyla erkeklerde Olglilen degerden c¢ok diisiik, yine disilere i.m.
uygulamada olgiilen degere benzerlik gosterirken, erkeklerde Olgiilen degerden cok
diisiiktir. Dominguez-Ramirez ve ark.’min MAA i¢in Olgilen ti2 degeri (1,3)
calismamizda sadece disilerdeki i.v. uygulama sonucuna biraz yakin olup erkeklerde i.v.
ve her iki cinsiyette i.m. uygulamada o6l¢iilen degerlerden ¢ok diisiiktiir. AA i¢in ayni

parametre degerleri (2,4) bizim her iki cinsiyetteki i.v. uygulamada Ol¢iilen
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degerlerimize ¢ok yakin olup, bizim her iki cinsiyetteki i.m. uygulamada olgiilen
degerlerimizden biraz diisiiktiir. Dominguez-Ramirez ve ark.’nin MAA i¢in olgiilen
CI/F (0,9) degeri calismamizdaki her iki cinsiyetteki i.m. uygulamada O0lgiilen
degerlerimizden olduk¢a yiiksektir. AA igin Olgiilen CI/F degeri (1,4) degeri
calismamizdaki her iki cinsiyetteki i.v. ve i.m. uygulamalarda Slciilen degerlerimizden
yiiksektir. Kuskusuz bu farkliliklarin, ¢alismanin yapildigi hayvanin tiirii (sigan ve at)

ile ekstraksiyon islemlerinden kaynaklanabilecegi sdylenebilir (25).
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6. SONUC VE ONERILER

Atlar, kas-iskelet sistemleri gelisimini tamamlamadan antrenman ve yarislarda
saatte yaklasik 30 mil hizla kogmaya zorlanmakta ve meydana gelen yaralanmalarin
tedavisinde yiiksek dozda narkotik analjezikler veya temini -kontrole tabi regetelere
bagli olmadig1 igin- kolay olan NSAIi’ler kullanilmaktadir. NSAIl’m yaris atlarinda,
agriya karst asir1 duyarlii@i azaltarak ya da ortadan kaldirarak atlarin fiziksel
performansini arttirmak i¢in doping amaciyla kotliye kullanilabildigi de bilinmektedir.

Bu calismanin verileri 1s181nda:

1- Ulkemizin 6nemli ekonomik gelir kaynaklarindan olan Saf kan Arap atlarinda her iki
cinsiyette 7 adet atta boylesi bir calismanin yapilmasi emegi gecenler adina gurur
vericidir. Cilinkii bu c¢alismanin projelendirilmesi asamasinda yaptigimiz literatiir
taramalarinda bu calismadaki gibi 1rk, cinsiyet, yas gibi homojenlik saglayan baska bir
yayina rastlanmamuigtir.

2- Gelistirdigimiz bu yontem, cok diisiik limitlerde metamizol metabolitlerinin kisa
slirede analizlerine imkan saglamistir. Analiz sonucunda tiim metabolitlerin kan diizeyi
ve hesaplanan parametrelerin atlarin hem cinsiyet ve hem de uygulama yollarina gore
degiskenlik gosterdigi belirlenmistir.

3- Bu calismada farmakolojik parametrelerin Ol¢limii i¢in gelistirilen metot/yontem
daha sonraki caligmalara rehberlik edecek niteliktedir. Ciinkii benzeri calismalarda
metabolitler bu caligmadaki kadar net olarak dl¢iilememistir.

4- Bu calismada olciilen farmakokinetik parametrelerden bazilariin (Cdoruk, tdoruk, EAA,
t1/2 gibi) BE calismalari i¢in de 6nem arz etmesi gelecekte indnii Universitesi Eczacilik
Fakiiltesi Analitik Kimya AD’nin BE caligsmalarinda referans laboratuvar olmasina
onciliik edecektir.

5- Atlarda MS uygulamada dozlamlarin (ila¢ uygulama araliklar1) belirlenmesinde bu

calisma verilerinin kullanilmasi isabetli bir yaklasim olacaktir.
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EKLER

EK.1. Ozgecmis

1990 yilinda Nottingham/ INGILTERE’ de dogdu. Ilk, orta ve lise egitimini Malatya’
da tamamlayip, 2009 yilinda Yildiz Teknik Universitesi Kimya Metalurji Fakiiltesi
Kimya Miihendisligi boliimiinde lisans egitimine baslayarak, 2014 yilinda mezun oldu.
2015 yilinda Malatya Biiyiiksehir Belediyesi MASKI Genel Miidiirliigiin’ de Kimya
miihendisi olarak ise basladi. MASKI Genel Miidiirliigii Cevre Laboratuvarmin
kurulmasinda gorev aldi ve su kimyasi lizerine ¢alisti. TS EN ISO 9001( kalite yonetim
sistemi  temel egitimi), 18001(ISG  yonetim sistemi ve dokiimantasyon
egitimi),14001(cevre yonetim sistemi ve dokiimantasyon egitimi), 10002 (miisteri
memnuniyeti ve sikayet yonetim sistemi egitimi), 17025( Deney ve kalibrasyon
laboratuvarlarinin yeterliligi i¢in genel gereklilikler standardi ve i¢ denetci egitimi)
alanlarinda sertifikalar alarak akreditasyon ve kalite ¢alismalarinda yer aldi. IC, ICP-
OES ve ICP-MS cihazlarinda uzmanlasti. 2017 yilinda pedagojik formasyon egitimi
aldi. 2015 yilinda Inonii Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Analitik Kimya A.B.D’ da

yiiksek lisans egitimine basladi.
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EK.2. Etik Kurul

INONT ONIVERSITESI
TP FAKOLTESI
DENEY HAYVANLARI ETIK KURULU KARARI

Toplant: Tarihi :07-12-2017

Toplant: Yeri : Tip.Fak.Toplant: Salonu-Malatya
Aragtirma Protokol no.su : 2016/A-25

Dencyde Kullamlacak Hayvamin Tord : At

Deneyde Kullanilacak Hayvanin Soyu : Safkan Arap ati (Equus ferus caballus)
Dencyde Kullanilacak Hayvanin Cinsiyeti  :DJE D [JFarketmez
Deneyde Kullanilacak Hayvanin Sayisi ¢ 14 Adet (7 erkek ve 7 digi)

Deneyde Kullanilacak Hayvanin Yagi ve Afirhd : En az 2-2,5 yas ve ortalama 380-450+kg c.a.

Eczacilik Fakilltesi Ogretim Oyelerinden Dog. Dr. Selim ERDOGAN'in yliriitiicfisi
oldugu“Atlarda iki farkli yolla uygulanan metamizolun farmakokinetiginin belirlenmesi™
isimli 2016/A-25 Protokol no.lu ¢aligmanin dosyas: incelendi.

Adi gegen aragtirmanin; aragtirma protokoliine tamamen uyulmak, Inonf Universitesi
Tip Fakiltesi Dency Hayvanlan Etik Kurul Yonergesi'nde belirtilen hususlar yerine
getirilmek ve sorumluluk aragtincilara ait olmak (izere galiymanin yapilmasinda herhangi bir
etik sakinca bulunmadigna oy birligi ile karar verildi.
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