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OZET

Postmortem Rat Serum ve Dokularinda Parasetamol Dagilimi ve Stabilitesinin
Arastiriimas

Parasetamol, analjezik etkili ilaglar arasinda yaygin kullamim ve regetesiz
kolayhkla elde edilebilmes nedeni ile kaza ve intihar amagh olumlere skhkla
neden olur. Adli olgularda 6liime neden olan akut zehirlenmelerin uygun biyolojik
orneklerde gosterilmes ve postmortem toksikolojik analizi yapilan bu érneklerin
yasa ile belirlenen siire saklanmas zorunludur. Bu saklama siires: boyunca 6rnek
icindeki madde miktar: ¢esitli nedenlerden dolayr (saklama kosullari, koruyucu
konulmamasa v.b) degisebilir. Yapilan cahismada, Wistar Albino cins ratlardan
akut parasetamol zehirlenmes sonucu elde edilen postmortem serum ve karaciger
orneklerinin degisik saklama kosullarinda (serum ornekleri, +4°C ve -20°C’de,
karaciger ornekleri -20°C’de, kat1 faz ekstraksiyon ve GC/M S cihazi kullanilar ak)
parasetamol stabilitesinin arastirilmasinin yam sira postmortem serum, boébrek,
beyin ve karaciger dokularinda dagilimimin gosterilmes amagclanmustir.

Cukurova Universitess Tibbi ve Deneysel Arastirmalar Merkezinden elde
edilen 42 adet Wistar Albino cins rat gavaj yontemi kullamlarak akut
parasetamol zehirlenmesine ugratilmistir. Serum ornekleri +4°C ve -20°C’de 30
gun bekletilerek parasetamol stabilites degerlendirilmistir (baslanaig,1., 2., 3., 10,,
14., 21. ve 30. gunlerde vyapilan Odlgimlerle). Serum parasetamol
konsantrasyonlarimin, giinlere bagh olarak degisim gosterdigi gozlenmistir. Buna
gore 30. gun degisim degerlerinin diger glnlerdeki degisimden istatistiksel olarak
farkh oldugu bulunmustur. (p<0.001).

Serum orneklerinin saklanma kosullar1 ¢alisma sonucunda sadece 30. giin
Olciminde anlamh farkhhk saptanmustir (p=0.05). 30. guin degerleri icin saklama
kosullarina gore ylzde degisimi -20°C'de %33.78, +4°C'de %66.30 olarak
belirlenmistir. -20°C’ de saklanan karacigerdeki parasetamol stabilitesi de 30 giin
icin degerlendirilmistir. 1. giin karaciger ¢rneginde parasetamol konsantrasyonu
degisimi % 30.26, 30. gun karaciger oOrneginde parasetamol konsantrasyonu
degisimi %94.97 olarak belirlenmistir. Yapilan ¢cahismada parasetamoliin organ
dagihmi; karaciger drneklerinde 2.68 mg/g, bobrekte 1.11 mg/g ve beyinde 0.68
mg/g olarak o6lculda.

Sonug olarak, akut parasetamol zehirlenmelerinde serum ve karaciger
orneklerindeki parasetamol miktari, 30. gune kadar olgulduglinde baslangic
degerine gore anlamh farkhhk géstermemistir. Serum ve karaciger 6rneklerinin,
30 glinden fazla saklanmas konusunda ileri galismalar yapilmalidir.

Anahtar Sozcukler: Parasetamol, APAP, Asetaminofen, Adli Toksikoloji
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ABSTRACT
Digtribution and Stability of Paracetamol in Posmortem Rat Serum and Tissues

Paracetamol is a common analgesic and antipyretic over the counter agent
that frequently causes accidental and suicidal deaths. In legal cases, it is
mandatory to show the acute poisoning in proper biological samples and to keep
these samples which are analyzed toxicologically for the time defined by law in
many countries as well asin Turkey. During thistime, the amount of substance in
the sample may be changed due to various reasons (storing conditions, not to use
preservativesfor storing purposesetc.)

We aimed to investigate the stability of paracetamol in different storing

conditions such as, serum samples stayed at +4°C and -20°C, whilst liver samples
at -20°C. We used solid phase extraction and GC/MS in samples of the
paracetamol intoxicated Wistar Albino rats. We tried to show the distribution in
postmortem serum, liver, kidney and brain tissues.
42 Wistar Albino rats were intoxicated acutely by paracetamol, using the gavage
method. The serum samples were stored for 30 days and evaluated for stability of
paracetamol. We measured the values of paracetamol from the beginning of the
experiment and repeated to measure it by the days one, two, three, ten, fourteen,
twenty one and thirty. We observed that serum paracetamol concentrations had
changed daily. We had observed statistical differencesin various days (p<0.001).

The values of various measurements are compared and we had noticed a
significant difference (p=0.05) on the thirtieth experimental day. We had obtained
that paracetamol serum levels were changing for thethirtieth day in variousratios,
66.30% and 33.78%, depending on the storing conditions respectively “+4°C” and
-20°C. The stability of paracetamol in liver stored at -20°C was also evaluated for
30 days. We also observed that the paracetamol concentration levels were changed
as 30.26% on the first day and as 94.97% on the thirtieth day in the liver sample
extractions. The distribution of paracetamol levels measured in various organs
were as 2.68 mg/g, 1.11 mg/g, and 0.68 mg/g in liver, kidney and brain samples
respectively.

We had concluded that the amount of paracetamol in serum or liver
samples in acute paracetamol poisonings did not show any meaningful differences
during thirty days of storage in comparison to the starting values. Further studies
can be of valuable and various studies should be performed in understanding the
exact storage period of liver and serum samplesin intoxication cases.

Key Words. Paracetamol, APAP, Acetaminophen, Forensic Toxicology
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1. GIRIS

Toksikoloji kelime olarak “zehir bilimi”dir. Toksikoloji denilince akla ilk olarak
Paracelsus gelir. 16. ylzyilda Paracelsus un (1493-1541) zehiri tanimlarken kullandig:
“Her madde zehirdir. Zehir olmayan madde yoktur; zehir ile ilaci ayiran dozdur”
seklindeki ifade, bugtinkii modern toksikolojinin de ¢ikis noktasidir.

Vicuda gesitli yollarlatoksik veya letal dozda alinan maddelerin, uygun érneklerde,
dogru, guvenilir ve gelismis yontemlerle belirlenmesi klinik toksikolojide, tedavinin
sekli ve dozunun belirlenmesinde, adli toksikolojide de adalet mekanizmasinin islerligi
acisindan énemlidir.

Parasetamol (asetaminofen) yaygin olarak kullamilan analjezik ve antipiretik
etkili bir ilagtir. Doza bagimli ilag toksisitesi igin parasetamol iyi bir 6rnektir. Bir gok
Ulkede oldugu gibi Amerika Birlesik Devletleri’nde parasetamol toksisitesi akut
karaciger yetmezliginin en sik nedeni olarak belirtilmektedir. intihar girisimleri ya da
tedavi amaci ile verilen parasetamolin zehirlenmeye yol agmasi durumunda spesifik
antidot tedavisine baslanabilmesi icin kan parasetamol diizeyi bilinmelidir. Bu sebeple
klinik toksikoloji agisindan, kan parasetamol diizeyinin saptanmasinda duyarli hizli ve
spesifik bir yontemin kullamilmasina ihtiyag vardir®).

Vicuda cesitli yollarla toksik veya letal dozda alinan maddelerin, uygun
orneklerde, dogru, guvenilir ve gelismis yontemlerle belirlenmesi klinik toksikolojide
tedavinin  sekli ve dozunun belirlenmesinde, adli tokskolojide ise adalet
mekanizmasinin islerligi agisindan dnemlidir.

Gunumiizde bilingsiz ilag kullammu, ilaglarin 6zensiz ve gocuklarin ulasabilecegi
sekilde saklanmasi birgok kaza ve intihar olgularimin sebebi olarak gozlenmektedir.

Adli olgularda ©6lime neden olan akut zehirlenmelerin uygun biyolojik
Orneklerde analiz edilmesi ve postmortem toksikolojik analizi yapilan bu orneklerin
yasa ile belirlenen sire saklanmasi zorunludur”. Bu saklama siiresi boyunca ornek
icindeki madde miktar1 cesitli nedenlerden dolay:r (saklama kosullari, koruyucu
konulmamasi v.b) degisebilir. Bu amagla literatlirde cesitli maddelerin (etanol, ilaglar,
uyutucu, uyusturucu maddeler, pestisitler vb.) biyolojik 6rneklerde, degisik saklama
kosullarinda stabilitesini belirlemek tizere yapilmis bir gok galisma yer almaktadir.



Son yillarda gelistirilen duyarli yontemler, disik miktarlarda analitlerin
tayinlerine imkan vermektedir. Literatirde Parasetamol (asetaminofen) miktar tayini
icin gesitli matriksler icinde birgok ¢alisma mevcuttur. Miktar tayini amaciyla kullanilan
yontemler arasinda spektrofotometrik yontemler, farkli dedektor sistemlerinin
kullanildig: kromatografik yontemler, elektrokimyasal yontemler vb. sayilabilir®*?.

Y apilan galismada, adli ve klinik toksikoloji laboratuvar: olarak hizmet veren
Adli Tip Anabilim Dal1 Toksikoloji laboratuvarimizda deney hayvanlari kullamlarak,
akut parasetamol zehirlenmesi sonucu Olen olgularda, postmortem serum ve karaciger
orneklerinin  degisik saklama kosullarinda (+4°C ve -20°C'de, GC/MS cihazi
kullamlarak) 30 gunlik parasetamol stabilitesi arastinlmis  ve  parasetamoliin
postmortem serum, bobrek, beyin ve karaciger dokularinda dagilimi gosterilmistir.

Bu caligmanin amaci, akut parasetamol zehirlenmelerinde, klinik veya adli
amagli parasetamol dizeyi teshiti icin alinan biyolojik odrneklerdeki parasetamoliin

dagilimim ve stabilitesini arastirarak bu konu ile ilgili veri tabam olusturmaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Adli Bilimler ve Toksikolgji

Ronesans devri bilginlerinden olan Paracelsus (M.S. 1493-1541), bilim ve
felsefe arasinda yer alan bir ekoliin temsilcisiydi. O zamanki bir gok gorusleri buglnk
toksikoloji disiplininin  konularina girmektedir. “Butin maddeler zehirdir, zehir
olmayan highir madde yoktur. Zehirle devay: (ilaci) birbirinden ayiran onun dozudur”
seklindeki gorust ile ilk kez biyolojik etkide doz—cevap iliskisinin ©Gnemini
vurgulamustir.

Loomis, 1974 yilinda toksikolojiyi gevre toksikolojisi, ekonomik toksikoloji ve
adli toksikoloji olarak ¢ temel simifa ayirmis ise de gunimizde bunlara analitik
toksikoloji ve klinik toksikoloji de eklenmistir.

Adli Bilimler, en genel anlam ile bilimin yasalara uygulanmasidir. Genis
anlamda adli bilimler, adli tip, adli toksikoloji, adli odontoloji, adli antropoloji, adli
kimya, adli seroloji ve kriminalistik gibi bir cok alam kapsar. Adli bilimler gegmiste
olan bir olayr bilimsel yontemlerle yeniden canlandirarak hukuk ve yasalar agisindan
degerlendirilmesine yardimci olur.

Adli bilimler icerisinde yer alan adli toksikoloji, zehirlenmeleri adli tip agisindan
inceler. Zehirlenmenin (kaza veya kasitli), hukuksal agidan degerlendirilmesinde, maruz
kalinan kimyasal maddenin neden-etki iliskisinin saptanmast 6nemlidir. Bu iliskinin
saptanmasi ise biyolojik materyalden (kan, idrar, doku ve organlar) alinan ornekteki
toksik maddenin miktarim saptamak, bulunan miktarin ise doz-etki agisindan yorumunu
yapmaktir.

Gunluk adli tip ugraslarinda gerek klinik muayenelerde gerekse postmortem
incelemelerde olgunun dogru degerlendirilmesi, saglikli bir sonug yorumunun
gerceklestirilebilmesi ve 6lum nedeninin aydinliga kavusturulabilmesi icin diger
inceleme yontemlerinin yam sira adli toksikolojide 6nemli bir yer tutmaktadir.

Adli toksikoloji, adli bilimler tarihinde adli tiptan sonra gelisen ikinci daldir.
Modern toksikolojinin kurucusu olarak bilinen Mathiev J.B. Orfila (1783-1853) ilk kez
adli olaylarda bilimsel delilin gerekliligini toksikolojik agidan gostermistir.



Orfillanin Adli Toksikolojiye en 6nemli katkisi zehirlerin oral alinmasindan
sonra gastrointestinal yolla absorbe olarak c¢esitli organlara dagildigim agiklamak
olmustur. O zaman kadar zehirlerin analizi icin sadece mide icerigi kullaniliyordu.

Bir kimyasal maddenin biyolojik sistemlerde analitik yontemlerle arastiriimasi
ve sonucun pozitif bir delil olarak kullamilmasinin adli bilimler icinde 6nemli bir yeri
vardir. Zehirlenme olaylarinin tammlanmasinda dogru 6rnek secimi, drnek alma sekli,
saklanmasi, laboratuvara gonderilmesi ve analize hazirlanmasi belirli bir sistematik
duzen iginde yapilir. Buna gore, zehirlenmeye neden olan kimyasal maddenin
belirlenmesinde ve kalitatif/kantitatif analizinde belirli bir siraya gore izlenen yonteme
sistematik toksikolojik analiz (STA) denir. Sistematik toksikolojik analiz; analize uygun
Ornek segcimi ve alinmasi, 6rnegin korunmasi ve laboratuvara gonderilmesi, toksikolojik
analiz ve analitik bulgularin degerlendirilmesi olarak siralanabilir™®.

Sistematik toksikolojinin en 6nemli basamaklarindan biri olan toksikolojik
analize baslamadan 6nce bazi faktorlerin goz 6nine alinmasi gerekir. Bu faktorler
alinabilen numune miktari, zehirlenmeye neden oldugu dustnilen stpheli maddenin
icerigi ve biyotransformasyonu ve postmortem doku veya sivilarda olusabilecek
bozulma maddeleridir. Toksikolojik analize baslamadan 6nce olguya 6zgt, bu konular
hakkinda bilgi edinilmelidir®®.

2.2. Zehirlerin Giris Yollari, Absorbsiyon, Dagilim ve Atihmlari

Bir kimyasal maddenin toksik etkisini gostermesi igin, belirli giris yollarindan
absorbe olmasi ve etki yerinde belirli konsantrasyona ulasmasi gerekir. Ancak bir
ksenobiyotigin etki yerindeki konsantrasyonunu etkileyen faktorler, o maddenin
organizmadaki ugradigi degisime baglidir. Bu degismeler; giris yollar1 ve absorbsiyon,
dagilim, biyotransformasyon ve atilimdir.

2.2.1. Giris Yollar1 ve Absorbsiyon

Zehir canli organizmaya baslica deri, akcigerler, gastrointestinal sistem ve
enjeksiyon yolu ile girer. Bu yollardan giren toksk maddelerin sistemik etkilerini
gbstermesi icin bir ¢cok biyolojik membranlari gecerek dolasim sistemine ve oradan da
etki yerlerine tasinmalar1 gerekmektedir. Bu nedenle giris yollarina bagli olarak ayn
maddenin toksisitess de farklilik gostermektedir. Toksik maddelerin, biyolojik



membranlar: gegerek kan dolasimina girmesine absorbsiyon denir. Baslica absorbsiyon
yollari; solunum sistemi (akcigerler), deri, gastrointestinal sistemdir. Zehirlerin
absorbsiyon hizlari, 6zelliklerine ve giris yollarina gore farklilik gosterir.

2.2.2. Dagilhim

Organizmaya g¢esitli yollardan giren kimyasal bir madde kan dolasim ile viicutta
yayilir ve kan ile doku arasindaki konsantrasyon farki nedeniyle de dolasimdan
ayrilarak tim organizmaya dagilir. Bu dagilim, kimyasal maddenin hicre
membranlarina gegme yetenegi ve vicutta ilgisi olan bdlime bagli olarak degisir. Bazi
maddeler hiicre membranlarimt gecemezler ve bu nedenle sinirli dagilimlart vardir.
Bunun yaminda molekil agirliklar: kiigik suda ¢ozinebilen molekiller ve iyonlar vicut
sivisinda dagilabilir ve membran gézeneklerinden gecerler. Lipide ¢dziinen molekdiller
membranlar1 difizyon ile gegebilirler. Blylk molekiller ise ancak 0Ozel tasima
mekanizmalar: (aktif transport) ile gecebilirler. Kimyasal maddelerin dolasimdan
dokulara dagilimlar1 pek ¢ok degiskene baglidir. Bunlar maddenin molekul buyukltgu,
plazma ve doku proteinlerine baglanma orani, ¢esitli organlarin ve dokularin kan
dolasimi durumu, membranlarin gegirgenligi, plazma ve doku arasindaki pH degeri
farklilig1 ve 6zellikle de maddenin ¢ozunlrlUgl gibi parametreler dnemli rol oynarlar.

Ilacin absorpsiyon yerinden kana gecmesi viicutta dagilimi ve eliminasyonu ile
ilgili gerceklesen asamalar Sekil 2.1 *de sematik olarak gosterilmistir.

Idrardaki ilag
mé, Metabolit(ler)
Absorpsiyon yerindeki ilag ::> Kandaki ilag ks

Ke , Diger atilim

ﬁﬁkl @ﬁ D

Diger dag1I1m Dokulardaki ilag
swvilarindaki ilag
K3

Sekil.2.1. [lacin Absorbsiyon Y erinden Kana Gegisinin Sematik Gosterimi.



Kanda ilag hizla plazma ve eritrositler arasinda dagilima ugrar. Plazmada ise ilag
plazma proteinleri (genellikle albiimin) ve plazma sivisi arasinda dagilir. Vicuda, her
biri verilen dozun bir miktarin tasiyan farkli bolmelerin bir toplam olarak bakilabilir.
Ilacin bir bolmeden digerine transferi, o transfer icin spesifik bir hiz sabitesi (k) ile
belirlenir. Hiz sabitesinin buyuklugl transferin ne hizla meydana gelecegini tayin eder.
Ilag dagilimi cogunlukla izl bir proses olup nispeten biiyik sabitlerle belirlenir.

Dagilimin diger bir 6zelligi tersinir olmasidir. Plazmadaki ilag eritrositler, diger
vicut sivilart ve dokulardaki ilag dagilim dengesi halinde bulunur. Bu dengenin
sonucunda plazma ilag konsantrasyonundaki degismeler genellikle, farmakolojik etki
yerlerini de icermek Uzere, diger dokulardaki ilag seviyelerinin de degistiginin
gostergesi olarak kabul edilebilir.

Ilaglar, vicut icinde dagilim sirasinda 6zelliklerine gére organizmanin belirli
yerlerinde birikirler. Birikim, toksik maddenin vicudun belirli bolgesine spesifik bir
sekilde baglanmasi ve yagdaki ¢cozinurligl sonucu olabilir. Toksik madde bu birikim
yerinde inaktif halde bulunuyorsa buradaki miktar: giderek artar’*>2%,

2.2.2.1 Biyotransfor masyon ve Biyoaktivasyon

Yagda c¢oOzunebilen (lipofilik) ilacglar biyolojik membranlardan kolaylikla
gegerek etki yerlerine ulasirlar. Y agda ¢ozunurlik ilacin vicuttan atilimini (eliminasyon)
kisitlar. ilaclarin yapisal degisiklige ugramadan bobrekler yoluyla atilmalari, toplam ilag
eliminasyonunda biyik rol oynamaz. Clnku lipofilik maddeler bobreklerde glomertler
filtrasyona ugradiktan sonra buyik oranda renal tubtlerden geri emilirler. Bu nedenle,
endojen olarak dretilmeyen, vicuda yabanci, farmakolojik, endokrinolojik veya
toksikolojik aktivitess olan madeler (ksenobiyotikler) biyolojik aktivitelerinin
sonlandirilmast ve vicuttan atilmalart igin suda ¢ozinme 0zelligi yiksek hidrofilik
maddelere donusturdlir. Bu donuistim prosesinin tamamina biyotransformasyon denir.

Biyotransformasyon sirasinda, yagda c¢oOzinen apolar kimyasal maddeler
enzimatik reaksiyonlarla daha polar metabolitlere dontsir ve atilimlar1 kolaylasir. Bu
doénisum ve atilimin tersi olarak madde organizmada enzimatik reaksiyonlar sonucu
“aktif metabolit” e donuserek toksik etki de gosterebilir.

Genel olarak bir ksenobiyotik veya metabolitlerinin bu son mekanizma ile
biyotransformasyonlari sonucu toksisite azalir veya ortadan kalkarsa bu olaya



detoksifikasyon denilmektedir. Bazen de kimyasal maddenin biyotransformasyonu ile
cok aktif ara metabolitler olusabilir. Bu olaya biyoaktivasyon denir.

Yabanci maddelerin biyotransformasyonunu kataliz eden baslica enzimler
karacigerde yerlesmislerdir. Bu nedenle karacigerin, kan dolasim ile karacigere gelen
kimyasal maddeleri depolama, dagilim ve safraile atilimlarindan dnce, metabolize etme
kapasitesi ¢ok yiksektir. Ayrica biyotransformasyon, karaciger disinda sinirli olarak
akciger, bobrek ve barsakta; daha sinirli olarak deri, testis, plasenta ve adrenal bezde
gerceklesebilir. Karacigerin metabolik aktivitesi 100 olarak kabul edilirse diger
organlarin metabolik islevi Cizelge 1'deki gibi sralanabilir. Bununla beraber bir
kimyasal maddenin ekstrahepatik dokudaki biyotransformasyonu o doku igin

toksikolojik 6nem tastyabilir™>2?,

Cizelge2.1. ilag Metabolize Edici Aktivitenin Organlara Gore Dagilimi 9,

Organ % Aktivite
Karaciger 100
Akciger 20
Baobrek 8
Bagirsak 6
Plasenta 5
Adrena 2
Deri 1
Beyin 0.5

Biyotransformasyonla ilgili enzimatik olaylar esas olarak iki fazda gergeklesir:
Faz | reaksiyonlari, oksidasyon (yikseltgenme), rediksiyon (indirgenme) ve kopma
reaksiyonlarini ile substrata aktif gruplar ekleyerek, faz |1 konjugasyon reaksiyonlarina
substrat hazirlar. Blyik kismi karaciger parenkima hiicresinin mikrozomal sitokrom
P450 (CYP450) enzimleri tarafindan yapilir. Bunlar karma fonksiyonlu oksidazlar veya
monooksijenazlar adimi da alirlar ve ilag molekuline oksijen sokarlar. Ayrica bu
sistemle esgudimli calisan NADPH- sitokrom P450 rediiktaz sistemi vardhr.

Bu sistemde rol oynayan en o6nemli enzim sistemleri olan sitokrom P450
enzimleri, “Hem” grubu tasiyan ve cesitli dokularda diz (plrizsiiz) endoplazmik
retikulumda bulunan membran proteinleridir. Sitokrom P450 enzimleri iki major grupta
toplanabilir: a)Adrenal bezlerde, gonadlarda ve plasentada bulunan steroidojenik



enzimler b)ilaglarin, pestisitlerin ve gevresel atiklarin metabolizmasinda gorevli
enzimler.  BUtun ilag biyotransformasyonlarinda rol oynayan enzimlerin gogunu
sitokrom P450 1, 2 ve 3 gen familyalar1 (CYP1, CYP2 ve CYP3) kodlar. CY P450
proteinleri arasinda substrat 6zgulltgtunin kismen disik olmasi nedeniyle stz konusu
bir reaksiyonu iki ya da daha fazla enzim katalize edebilir. Bircok ilacin
biyotransformasyonunda rol oynayan CY P3A4 karaciger disinda da belirgin diizeylerde
sentezlenir. Insanlarda, yiksek konsantrasyonda ksenobiyotik ve zehirlenmelerin
biyotransformasyon mekanizmasinda CYP3A4, terapdtik  konsantrasyonlarin
biyotransformasyon mekanizmasinda ise CY P2E1 ve CYP1A2 6nemli rol oynamaktadr.
Fare ve sicanlarda da CYP2E1 ve CYP1A2 biyotransformasyon mekanizmasinda en
onemli sitokrom P450' lerdir. Sitokrom P450 enzimlerinin seviyelerini ve aktivitelerini
etkileyen nedenler olarak beslenme, sigara icmek, alkol tuketimi, ilag kullanimi,
cevresel ve genetik faktorler bildirilmektedir™® 120,

Faz Il resksiyonlari, gesitli konjugasyon veya sentez olaylarim igerir. Birinci
fazda lipidde ¢oziinen ksenobiyotikler daha polar molekiiller haline gecer. Ikinci fazda
ise endojen maddelerle birlesen bu polar metabolitler inaktif sekilde eliminasyona
ugrarl gr{15.19.20)

Biyotransformasyon reaksiyonlarimin dizenlenmesinde genetik, cevresel ve
fizyolojik faktorler rol oynarlar. Genetik olarak belirlenmis farkliliklar, ilaclarin birlikte
kullanimu, gevre kirliligi ve endistriyel kimyasallarla etkilesim, hastalik durumu, yas ve
beslenme durumu ilaglarin oksidasyon ve konjugasyonlarini etkileyen ©nemli
faktorlerdir. Bu faktorler ilaglarin etkilerinde artis, farmakolojik etkilerde uzama ve

toksik reaksiyonlarda artisa neden olabilir™®> 1820,

2.2.3. Atihm

Absorbsiyon ve dagilima ugrayan toksik maddeler, biyotransformasyon sonucu
cesitli yollarla organizmayi terk ederler. Atilim idrar yolu, hepatik yol, pulmoner yol ve
cesitli viicut sivilar: (ter, gozyas, tukiriik, siit v.b.) ile olmaktadir®> 1819,



2.3. Parasetamol (Asetaminofen, N-asetil-p-aminofenol, CsHgNO,)

OH

NH—C—CHs
O

Sekil 2.2. Parasetamol’ Un Agik Kimyasal Formult Sekil 2.3. Parasetamol Molekiiliiniin Ug Boyutlu Goriintiisii

Parasetamol (asetaminofen) komir katramt analjezigi diye adlandirilan
fenasetinin aktif metabolitidir. Asetaminofen, N-asetil-p-aminofenol, APAP isimleriyle
de bilinir. Beyaz kristalize yapida ve molekil agirligi 151.17 gramdir. Bir grup agri
kesici ve ates dusurtict etkiye sahip ilacin da etken maddesidir. Analjezik ve antipiretik
etken olarak aspirine etkili bir alternatiftir, aspirinden farkli olarak antienflamatuar
etkisi zayiftir. Parasetamol iyi tolere edildigi icin, aspirinin yan etkilerinden gogunu
tasimaz ve regetesiz alinabilir. Parasetamol akut doz asiminda, hepatik ve/veya renal
hasar sonucu Olume yol acabilmektedir. Evlerde yaygin kullanimi ve regetesiz
kolaylikla alinabilmesi gibi sebeplerle, parasetamol igeren ilaglarla intihar veya kaza
sonucu 6limler siklikla gérilmektedir. @2

Hawton ve ark.’mn 80 olguda yaptig1 calismada, intihar olgularinda siklikla
neden parasetamoliin tercih edildigi konusunda su sonuclar elde edilmistir:
Olgulardan %50'si bu ilaca ulasimin kolay oldugu, %29’ u tehlikeli oldugunu, %4’ U ise
ucuz oldugunu belirtmislerdir®®.

Parasetamol iceren ilaglarin temeli asetanilit’in kullanim ile atilmstir. Tip
dunyasina, 1886'da antipiretik etkisini tesadifen kesfeden Cahn ve Hepp tarafindan
antifebrin adiyla kazandirilmis ama fazlasiyla toksik oldugu gozlenmistir. Daha az
toksik bilesenler arayisiyla, viicudun bu bilesene, asetanilit oksidize ettigi distincesiyle
para-aminofenol denenmistir. Bunun sonucunda toksisitenin azalmadigi gozlenmistir.

Daha sonra para-aminofenol’in kimyasal turevleri denenmistir. Bunlardan biri olan



fenasetin (asetofenetidin) uygun gorulerek 1887'de terapi alamna sunulmustur.
Fenasetin nefropatiyle ile iliskilendirilene kadar analjezik karisimlarda yogun bigcimde
kullanilmigtir. 1893'te Von Mering, parasetamoliin fenasetin iginde bulunmamas:
gerektigini belirten bir bildiri yayinladi. Bunun Uzerine fenasetin parasetamolden ayrild.
Popllaritesi 1949'da hem Asetanilit’'in hem de Fenasetin’in temel aktif metaboliti

oldugunun anlasiimast ile artmistir®2".

2.3.1. Parasetamoluin Farmakolojik Ozellikleri

Parasetamol, zayif antienflamatuar Ozelliktedir. Bunun nedeni olarak, vicutta
antienflamatuar etki gosteren bilesiklere, donUsimi  saglayan, arasidonik asitin
prostaglandin Hy' e (stabil olmayan bir molekil) donustiminden sorumlu, siklooksijenaz
(COX) enzimlerinin okside formunun parasetamol tarafindan inhibe edilmemesi
gogterilmistir. Klasik antienflamatuar etkili ilaglar, 6rnegin NSAII'lar, bu basamag:
bloke ederek etkilerini gosterirler.

Agr1 kesici 0zelligi ile ilgili yapilan calismalarda ise parasetamolin endojen
kannabinoid sistemini ayarlayarak bu 0zelligi gosterdigi belirtilmektedir. Parasetamol,
endojen kannabinoidlerin/vaniloid anandamidlerin néronlar tarafindan tutulumunu
inhibe eden AM404’e metabolize olur. Anandamidin néronlar tarafindan tutulumu,
vicudun ana agri reseptorinin aktivasyonu sonucu olusur. Bununla beraber AM404
anestezikler gibi (lidocaine, procaine v.b) sodyum kanallarini inhibe ederek de agri
kesici 0zellik gosterdigi belirtilmektedir.

Tek veya tekrarlanan terOpatik dozlarin kardiyovaskiler ve solunum sistemleri
Uzerinde etkisi yoktur. Asit baz dengesi degismez, ilag gastrik rahatsizlik, erozyon veya
sdisilatlarin kullanmmindan sonra olusan kanamalara da yol agmaz. Asetaminofenin
plateletler, kanama zaman: veya ik asit salgisi Uizerinde etkisi yoktur®>2®).

2.3.2. Parasetamoliin Farmakokinetigi, Biyotransformasyon ve Biyoaktivasyon
M ekanizmas

Parasetamol, ora yolla alindiginda gastrointestinal blgede hizla ve tamamen

emilir. Plazmadaki konsantrasyon 30-60 dakikada zirveye ulasir ve plazmadaki

yarilanma omri terapdtik dozdan sonra 2-4 saat kadardir. Oral yolla aliminda

biyoyararliligr %80 olarak bildirilmistir. Rektal yolla alininda da, oldukga iyi fakat
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yavas absorplandig: ve biyoyararliliginin %30-40 oldugu bildirilmektedir. Parasetamol,
cogu vicut sivilarina esit olarak dagitilir, dagilim hacmi 0.9 L/kg olarak bildirilmistir.
Plazma proteinlerine tutunmasi uzun siireli degildir®®.

Parasetamoliin biyotransformasyonu, major ve mindr olmak Uzere iki yol izler.
Toksk dozda parasetamol aliminda toksisiteye sebep olan parasetamolin mindr
yolaginda olusan aktif metaboliti N-acetyl-p-benzoginone imine (NAPQI) dir. Sekil
2.4’ de parasetamoliin major ve mindr biyotransformasyon yolaklar1 ayrintili bir sekilde
gosterilmistir.

Glukuronidasyon ve siilfasyon konjugasyonu sonucu olusan metabolitler ve
ilacin konjuge olmayan formlari, vicut icin toksik olmayip idrarla disar1 atilmaktadir.
Sitokrom P450'ye bagli oksidasyonda olusan aktif metabolit N-acetyl-p-benzoginone
imine (NAPQI) reaktif elektrofilik yani serbest radikal olusumuna neden olma
Ozelligine sahiptir, toksiktir. Parasetamol terapdtik dozda alindiginda, NAPQI glutatyon
ile baglanarak detoksifiye edilmekte ve merkapturik asit ve sistein konjugatlar1 olarak
idrarla atilmaktadir.

Parasetamoliin  biyotransformasyonu ve biyoaktivasyonu blyldk o6lclde
karacigerde ve bir kisimda bobrekte U¢ temel mekanizma ile gergeklesmektedir. Bunlar
glukuronidasyon, silfasyon ve mikrozomal oksidasyondur (sitokrom P450'ye bagli
oksidasyon). Buna gore karacigere gelen parasetamolin bir kismi major yol ile Uridin
difosfoglukronil transferaz enzimi kullanilarak parasetamoliin glukuronid konjugatina
(PAR-GLUC), dlilfotransferaz enzimi ile de silfat konjugatina (PAR-SULP)
donustardlir. Karacigerde olusan bu konjugatlarin bir kismi safraya bir kismi kan
dolasimina geger. Mindr yol ile sitokrom P450 enzimi kullanilarak karacigerde olusan
NAPQI toksik metabolitin bir kismi protein arilasyonu olusturur bir kismi ise glutatyon
konjugatina (PAR-SG) donuserek safraya gonderilir. Olusan glutatyon konjugatinin bir
kismi ise parasetamoliin sisteinilglisin  konjugatina (PAR-CG) ve daha sonrada
parasetamol sistein konjugatina (PAR-Cys) donuserek kan dolasimina gecer. Bobreklere
ulasan parasetamol ise prostaglandin endoperoksit sentetaz enzimi (PGES) kullanilarak
NAPSQI (N-asetil-p-benzosemiquinone)’ e donusturdltr olusan bu radikal bobreklerde
NAPQI’ya donuserek karacigerde mindr yolaga katilir. Parasetamoliin insan viicudunda
dagilimi ve metabolizmasi ayrintili olarak sekil 2.5’ de gosterilmistir.
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Terapotik dozda parasetamol alimindan sonra, ilacin %90-%100’ U ilk giin icinde
glukoronik asit (glukoronat konjugati, %47-62), stlfirik asit (sulfat konjugati, %25-36),
sistein konjugat1 ve merkaptirik asit konjugat1 (%5-8) olarak hepatik konjugasyondan
hemen sonra idrarla geri atilir. Parasetamoliin %1 kadar1 da idrarla degismeden atilir.
Parasetamoliin idrarla atilan metaboliti 3-OH-PAR ve 3-OCH3-PAR'drr.

Glutatyon kolaylikla hidrojen iyonu verebilen bir bilesiktir. Bu ozelligi ile
dokular1 peroksidatif zarardan korur, ayricaicerdigi stlftir grubu ile detoksifikasyona da
katilir. Amino asitlerin grup translokasyonu ve membrandan tasinmalarinda da
gorevlidir. Peroksidatif zarar1 ortadan kaldirma sirasinda glutatyon peroksidaz enzimi
gorev air. indirgenmesinde ise NADPH kullanan glutatyon rediktaz enzimi gorev
yapar.

Toksk dozda parasetamol alimindan sonra, parasetamol hepatik glutatyon ve
silfat depolarin: tiketecek miktarda, toksik metaboliti olan N-asetil-benzoginoneimin’e
(NAPQI) donusir. Detoksifikasyon kapasitesi sinirli oldugu icin sitokrom P450'ye
bagli oksidasyon ve dolayisiyla mindr yol ile olusan NAPQI olusumu artar. NAPQI,
vicuttaki depo glutatyon ile zararsiz hale getirilmeye calisilir. Bu arada glutatyon
depolar1 tikenir. Arta kalan serbest haldeki NAPQI eritrositlerdeki demire ve karaciger
hicrelerindeki makromolekillere baglanarak methemoglobinemi, alyuvar patalojisi ve
sentrilobuler karaciger hasarina yol agmaktadir. Hepatik toksikasyon icin karaciger
glutatyon depolarinin %70’ inden fazlasinin kaybolmasi gerektigi bildirilmistir. Y apilan
calismalarda, yetiskinlerde parasetamolin birincil metabolize yolu glukoronid
konjugasyonu iken bebek ve cocuklarda sulfat konjugasyonu olarak gosterilmistir.
Cocuklarda ilacin glukuronidasyon kapasitesi yetiskinlerden daha duistiktiir® %39,

Fare ve scanlarla yapilan calismalarda, parasetamoliin  oksidasyon
metabolizmasinda yer alan sitokrom P450 enzimlerinin tird nedeni ile metabolizmada
yer alan ve nontoksik olan 3-OH-parasetamoliin (3-OH-PAR) oOnemli olculerde
olusmasi, sicamin fareye oranla parasetamole bagli hepatotoksisiteye daha distk
duyarlilik gostermesine neden olabildigi belirtilmektedir®®.
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Sekil 2.5. Parasetamol (in insanlarda Dagilimi ve Metabolizmasi (Bessems ve ark.2001).

2.3.3. Parasetamoliin Terapotik Kullanim

Terapttik dozda, parasetamol genellikle iyi tolere edilir.

antipiretik amagli kullammlarda aspirinin yerine almak ic¢in uygundur.

Analjezik veya
Aspirin

kullanamayan hastalarda (6rnegin peptik Glseri olanlar veya aspirinin  kanamay1
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artiracag1 durumlarda) Ozellikle degerlidir. Parasetamoliin yetiskinlerde, uygun oral
dozu 325-1000 mg'dir (rektal alimrsa 650 mg). Gunlik toplam doz 4000 miligramu
gecmemelidir. Cocuklar igin, tek doz 40-480 miligramdir. Y asa ve kiloya bagl1 olarak
24 saatte 5 dozdan fazla verilmemelidirt'® 2,

2.3.4. Parasetamoliin Toksk Etkileri

Akut asir1 dozda, parasetamoliin en ciddi yan etkisi, doza bagli potansiyel olarak
olumctil hepatik nekrozdur. Renal tubller nekroz ve hipoglisemik koma da olusabilir.
Parasetamoliin asir1 dozunun hepatoselller yaralanmaya ve 6lime yol actigi durumlarda
olusan mekanizma, onun toksik reaktif metabolitine (NAPQI, N-asetil-benzoginoneimin)
doénisumind icerir. Normal kosullarda bu ara Uriin glutatyon (GSH) ile konjugasyon
yaparak elimine edildikten sonra merkaptirik asite metabolize olarak idrarla atilir. Fakat
asirt dozda, vicudun antioksidan savunmasinda Onemli bir faktor olan hepatik
glutatyonun (GSH) seviyesi %70’ den fazla azalir. GSH azalmasinda reaktif ara Grin,
kovalan bag ile hicre makromolekdillerine baglamr. Bunun sonucu olarak enzimatik
sissemlerin  fonksiyonu engellenir.  Aktif metabolit, glutatyona baglanarak
atilamadigindan dokulardaki sitozol proteinlerine baglanarak hiicresel nekroz olusturur.

Toksk dozda parasetamol aliminda, klinik bulgular Gg¢ evredir. Birinci evrede
oral alimdan bir veya birkag saat sonra bulanti, kusma, anoreksi ve diaforezi gozlenir.
Ikinci  evrede bu semptomlarin siddeti azalir, hepatik enzimler ile bilirtbin
seviyelerinde asir1 yukselmeler gbzlenir. Protrombin zamanminda yikselme de bunlara
eslik eder. Idrar, renal hasar, ilacin dilretik etkisi ve dehidratasyondan dolay: azalir.
Uciincli evre 3-5 giin sonra olusur. Sarilikla birlikte hepatonekroz, hipoglisemi,
ensefalopati ve miyokardiyopati gorulir. Hepatik yetmezlik ve nekroz 6liime neden olur.

Cilt tahrisi ve diger alerjik reaksiyonlar nadiren gordlir. Tahris genellikle
eritamat0z veya Urtikerdir ama bazen daha ciddi olabilir ve ilacin yol agtig: ates ve
mukozal lezyonlar da eslik edebilir. Biling bozuklugu plazma parasetamol dizeyi 1
mg/ml’ nin tzerinde oldugunda gozlenir.

Literatirde toksisiteyi artiran etkenler olarak; glutatyon tiketimi (dietil maleatla 6n

tedavi, distk protein diyeti), hepatik sitokrom P450 nin indiklenmesi (alkol tiketimi,

fenobarbital kullammu), oksidatif strese hepatik cevabin azalmas: (E vitamini azalmasi)

15



bildirilmistir. Toksisiteyi azaltan etkenler ise; antioksidanlar (E vitamini), hepatik enzim
inhibitorleri (simetidin), redkleyici ajanlar (askorbik asit) olarak belirtilmektedir®® ).

2.3.4.1. Parasetamol K aynaklh Hepatotoksisite

Parasetamol baglica silfat (%93) ve glikoronid konjugat: seklinde atilir. Y Uksek
dozda ise parasetamoliin, silfat havuzunun tikenmesinden dolay: siilfat konjugatinin
oram duserken (%43), glukoronid konjugasyonu oram daha cok artar. Ancak
glukuronidasyon hizi da simirli oldugundan, minér biyotransformasyon yolu 6nem
kazanir ve sonugta sitokrom P450 (CYP2EL, CYP1A2, CYP3A4) sisteminin etkisi ile
N-hidroksiasetaminofen ve bunun rezonans sekli olan aktif kinonimin metaboliti
(NAPQI) olusur. Bu aktif ara metabolit glutation mevcut oldugu siirece glutation
konjugat:1 seklinde detoksifikasyona ugrar. Ancak glutaton havuzu sinirhidir ve
tikendiginde bu elektrofilik ara metabolit hicrenin nikleofilik makromolekdlleri ile
kovalan bagla baglanmir. Bu baglanma parasetamoliin artan serum konsantrasyonu ile
aciklamr. Sonucta hepatotoksik etki ortaya gikar. Doz asiminindan 4 saat sonra dlgilen
200 pg/ml ve tzerinde serum parasetamol miktar1 hepatotoksisitenin gosterges olabilir.
Hepatik hasarin klinik belirtileri toksk dozlarin emiliminin 2.-4. guninde de ortaya
cikabilir. Plazmadaki hepatik enzim (aspartat amino transaminaz, alanin transaminaz,
laktat dehidrogenaz v.b) ve bilirubin konsantrasyonu da artabilir. Bu degerlere bakilarak
hepatotoksisitenin ~ siddeti gozlenebilir.  Tedavi edilmeyen  zehirlenmis
hastalarin %10 nunda karaciger hasart meydana gelir. Bunlarin %10-%20'si hepatik
yetersizlikten olor.

Yapilan calismalarda parasetamol ve kokainin histopatolojik incelemelerinde
benzer lezyonlar gdzlenmistir. Bunun sebebi her iki maddenin metabolizmasinda yer
alan sitokrom P450 enzimlerinin karacigerin bolge 3 (zone 3) adi verilen kisiminda yer
amasidir.

Parasetamol kullanimina bagli hepatotoksisiteyi artirici risk faktérleri; alkol
kullanimu, aglik ve kullanilan diger ilaglarla parasetamoltin etkilesimidir.

Parasetamol, alkoliklerde, alkol kullanmayanlara gére daha az tolere edilebilir.
Bunun sebebi ise alkoliin, parasetamol metabolizmasinda dnemli rol oynayan hepatik
sitokrom P450 enziminin, aktivitesini artirarak, parasetamolin toksik metabolitinin

birikimini hizlandirmasi ve boylece daha ¢abuk toksisiteye neden olmasidir.
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Price ve ark. ratlarla yaptigi1 calismada ise aglik durumunun, hepatotoksisiteyi
artirici faktorlerden biri oldugu bildirilmektedir®®.

Kullamilan diger ilaglarla parasetamoliin  etkilesimi  konusunda yapilan
calisgmalarda da uzun vadeli karbamazepin, fenitoin, izoniazid ve troglitazon
kullammminda CYP'lerin  induklendigi boylece hepatotoksisitenin  arttigi
belirtilmektedir® 23667,

2.3.4.2. Parasetamol Kaynakli Renal Toksisite (Nefrotoksisite)

Tar ve cinsiyet farklhiliklarina bagli olarak hepatotoksisitenin yaninda akut renal
toksisite de gozlenebilir. Kronik dusitk dozlarda hedef organ bdbrektir. Prostaglandin
endoperoksit sentaz (PGES), N-deasetilaz ve P450ler, parasetamoliin yiuksek dozda
alimi ya da uygulanmasindan sonraki renal toksisite mekanizmasinda yer alirlar.
Farelerde ve sicanlarda, renal toksisite parasetamolin sitokrom PA450'ye bagl
bioaktivasyonunu icerir. Karacigerdeki bioaktivasyonun tersine, renal (CY P2E1-bazli)
bioaktivasyon ve toksisitede cinse bagli 6nemli farkliliklar gozlenir.

Parasetamoliin uzun sireli kullammlarinda analjezik nefropati riski artirmaktadr.
Prescott ‘un yaptig1 calismada, saglikli Kisilerde parasetamoliin bobreklerden atilim,
idrar akis hizina bagl fakat idrar pH’sindan bagimsiz olarak 20 mg/kg oral olarak
alindiginda 13 ml/dakika olarak belirtilmektedir®®.

Yilda 366 tablet (0.5 g'lik) veya daha fazla kullananlarda bu riskin 2.1 kez arttigi
gbzlenmis ve bir incelemede son donem bobrek hastaligi olgularimin %8-10"nunun
kronik parasetamol ile liskili oldugu bildirilmistir®®7,

2.2.5. Parasetamol Zehirlenmesinde Tedavi

Parasetamol  zehirlenmelerinde, Oncelikle  parasetamolin  absorbsiyonu
engellenmeli ve prognozu gosteren degerler takip edilerek degerlendirilmeli ve
hastanin destek tedavisi planlanmalidir. Y tksek dozda parasetamoltin alimindan sonraki
4 saat icinde absorbsiyonunun engellenmesi icin gastirik aspirasyon ve lava) veya ipeka
surubu kullanilabilecegi bildirilmektedir. Aktif kémir uygulamas: da absorbsiyonun
engellenmesinde basit ve alternatif bir yontemdir. Aktif komir barsak Itmeni icinde
parasetamole baglanarak absorbsiyonu engeller. Bu yollardan birini  kullanarak
parasetamolin emilimi biytk oranda engellenir. Tedavi sirasinda kan parasetamol
duzeyi ve parasetamol zehirlenmelerinde hedef organlar karaciger ve bdbrek
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oldugundan hepatik ve renal fonksiyonlar takip edilmelidir. Parasetamol
zehirlenmelerinde en 6nemli ilk gosterge kan parasetamol degeridir. YUksek dozda
alimdan sonraki 4. saate kadar barsaktaki ilag absorbsiyonu tamamlanmamis olabilecegi
icin elde edilen kan parasetamol dlzeyi zehirlenmenin siddetini guvenilir olarak
gostermez.

Parasetamol zehirlenmelerine hepatik glutatyon tuketimi neden olmaktadr.
Uygulanacak tedavide, glutatyon hepatositler icine gecmedigi icin, hepatik glutatyonu
yerine koymak yerine hepatik glutatyon tiketiminin veya parasetamolin  toksik
metabolitine donusmesinin engellenmesi saglanmalidir. Parasetamol zehirlenmelerinde

kullanilan antidotlar; N-asetilsistein, sistamin, dimerkaprol ve metionindir® 2747,

2.4. Akut Toksisite Testleri

Bir kimyasal maddenin toksisite potansiyelini 6grenmek icin akut toksisite
testleri yapilmalidir. En yaygin kullanilan akut toksisite testi letalite testidir. Bu testin
amaci, bir kimyasal maddeye maruziyetin sonucu ortaya gikabilecek toksik semptomlari,
beyin, bobrek, karaciger gibi belli basli organlarin etkilenis derecesi veya 6ldirict doz
(letalite) degerini saptamaktir. Test genellikle fare veya sican gibi temini kolay ve
maliyeti disik deney hayvanlart Uzerinde yapilir. Testte kullamilacak deney
hayvanlarinin saglikli olmalari, test islemlerinden 6nce laboratuvar ortaminda belli bir
slire gozetim altinda tutulmasi gerekir.

Bir defada verildiginde test grubundaki hayvanlarin % 50'sini dldiren doza, o
maddenin letal dozu (LDso) denir. Kimyasal maddelerin kisa slireli maruziyetine bagli
akut toksik etkilerini degerlendirmek agisindan LDsy degeri 6nemlidir. LD degeri
verilirken kullamlan deney hayvam ve maruziyet yolunun da belirtilmesi gerekir. Bir
maddenin LDz, degeri ne kadar dusiikse, insanlar icin toksisitesi o denli biiytk demektir.
Deney hayvanlarindaki tir farkimin yamnda yas, cinsiyet, besin, sosyal ortam, sicaklik
ve nem gibi fiziksel ortamlar da LDso degerini degistirebilmektedir.

Letal doz degeri, o maddenin ne kadar guvenli kullanilabileceginin de bir
gostergesi olarak kabul edilir® ™.
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2.5. Parasetamoliin Serum ve Organlarda Tayini I¢in Kullanilan Y éntemler

Son vyillarda gelistirilen duyarli yontemler, dusik miktarlarda analitlerin
tayinlerine imkan vermektedir. Literatirde Parasetamol (asetaminofen) miktar tayini
icin gesitli matriksler icinde birgok ¢alisma mevcuttur. Miktar tayini amaciyla kullanilan
yontemler arasinda spektrofotometrik  yontemler, farkli dedektor sistemlerinin

kullanildig: kromatografik yontemler, elektrokimyasal yontemler vb. sayilabilir"859),

2.5.1. Kat1 faz Ekstraksiyon Y éntemi ile Ornek Hazirlama

Glnumuzde 6rnek hazirlama bir ¢ok alanda enstrumental analiz 6ncesi en
onemli basamagi olusturmaktadir. Kullamlan 6rnek hazirlama yonteminin istenilen
saflikta stzuntuler elde edilebilmesine olanak saglamasimin yami sira, mimkin
oldugunca hizli ve ekonomik olmasi istenir. Kat1 faz ekstraksiyon (Solid Phase
Extraction, SPE) metodu bu yonde sahip oldugu 6nemli avantajlar sayesinde ¢zellikle
farmakoloji ve toksikoloji alaninda en ¢ok kullanilan 6rnek hazirlama yontemi haline
gelmistir.

SPE yontemi, temel olarak kiguk, tek kullanimlik ekstraksiyon kolon veya
disklerine cesitli tutucu maddelerin doldurulmast ve sivi 6rneklerini istenmeyen
bilesenlerden ayirma (temizleme), yogunlastirma ve ileriki analiz asamalar1 igin 6rnek
matriks yapisinin degistirilmesi amaglariyla hazirlanmis olan kolon ve disklerden
gecirilmesi esasina dayanmaktadir. Sivi 6rnegin kolondan gecirilmesi, yercekimi
vasitasiyla (manual) gergeklestirilebildigi gibi, zaman kaybinin 6niine gegmek amaciyla
vakum manifoldlar: yarcimiyla da yapilabilir.

SPE metodunda kolondan gegirilme sirasinda 6rnek molekdlleri ile tutucu
madde arasinda kimyasal bir etkilesim meydana gelir. Bu etkilesimden faydalanarak
maddelerin ayrilmaislemi baglica iki yolla gergeklestirilir.

Birinci yontemde ilk asamada, analiz edilecek bilesik tutucu maddeye
baglanarak kolon iginde tutulurken, ¢ozelti ve istenmeyen bilesenler bu madde ile
herhangi bir etkilesime girmezler. Daha sonra istenmeyen bilesenler uygun yikama
cozeltisi ile uzaklastirilir ve analiz edilecek bilesen tutucu maddeden uygun bir ¢ozelti
yarchimiyla ¢ozdurulerek alinir (Sekil 2.6.).

Daha az tercih edilen ikinci yontemde ise, istenmeyen bilesenlerin tutucu madde
ile etkilesimi stz konusudur. Ozellikle atik yaglar gibi matriksden ayrilmas: zor olan
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maddelerin analizinde kullanilan bu yontemde, matriksteki istenmeyen bilesenler tutucu
madde tarafindan siki sekilde baglanmirlar. Asil aranan madde ise tutucu madde ile
etkilesime girmez ve uygun cozelti yardimiyla ¢ozdirilerek toplamir. Bu yontemde,
kolon icerisindeki tutucu maddenin olusturdugu kat1 faz filtre islevi gormektedir.

Ji W

&

Sartlandirma Ornek uygulama Sartlancirma Ornek uygulama
Yikama
& d
: + Eltisyon Ellsyon
Analit .
Ts_tenmeyen Analt istenmeyen
+ Bilesenler + Bilesenler

Sekil 2.6. SPE Y dntemi ile Maddd erin Ayrilma Sekilleri

Sekilde de gorildugi gibi, her iki ayirma yonteminde de SPE kolondaki tutucu
maddenin dnce sartlandirilmas: gerekmektedir. Sartlandirma islemi, kolondan uygun
¢cOzelti gegirilerek tutucu maddenin aktif hale getirilmesi ve matristeki maddeler ile
tekrarlanabilir etkilesim igin gerekli ortamin saglanabilmesi amaciyla yapilmaktadir.
Polar olmayan tutucu maddeler, kolon hacminin 2-3 kati miktarda suyla karisabilen
metanol, tetrahidrofuran, isopropanol gibi polar ¢ozlculer ile; polar tutucu maddeler ise
polar olmayan coziculerle sartlandiriimaktadir. SPE metodunda ayrilma isleminin
gerceklesmesi icin tutucu madde ve ¢ozicller blyik 6nem tasimaktadir.

SPE metodunda maddelerin birbirinden ayrilmasi, analizi yapilacak maddenin
molekdlleri ile tutucu maddedeki etkin gruplar arasindaki molekiller arasi etkilesimler
sayesinde aciklanir. Analizi yapilacak madde molekdlleri tutucu maddelerdeki etkin
gruplara iyonik, hidrojen, dipol-dipol, dipol-indiklenmis dipol ve indiklenmis dipol-
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induklenmis dipol (van der Waals) baglar1 ile baglanir. Bu sekilde aranan madde,
matriksteki istenmeyen bilesikler ve ¢ozuculer birbirinden ayrilmis olur.

SPE metodunun diger 6rnek hazirlama yontemlerine, 0Ozellikle sivi-sivi
ekstraksiyona kiyasla daha fazla tercih edilmesinin nedenleri ve 6nemli avantajli yonleri
su sekilde ozetlenebilir: SPE metodu klasik sivi-sivi ekstraksiyon yontemine gore daha
hizl1 sonug verir ve drnek hazirlama siresinin oldukga kisalmasint saglar, SPE, ¢ok
pratik ve bitin laboratuvarlarda kolaylikla uygulanabilir bir metottur, bu yontemde
daha az ¢ozlicli ve ayirag madde kullanildigindan daha ekonomik bir 6rnek hazirlama
yapilabilir, geri kazanim (recovery) oram yuksektir ve istenilen yogunlukta ornekler
elde edilebilir, 6rnek, tutucu madde ve ¢ozlculer arasinda ¢apraz bulasma riski distk
oldugundan yiUksek dogrulukta sonuclar alinabilir, Disik miktarda 6rnek islendiginden
sivi-sivi ekstraksiyondaki gibi emilsiyon olusma problemi yoktur, SPE metodunda en
az duzeyde ucurma islemine ihtiya¢ duyuldugundan kararsiz 6rnek olusumu nadirdir,
COzicu ve drneklerin az miktarlarda kullamlmasindan dolay: zehirli maddelerle temas
daha azdir ve ayrica daha az cam malzeme kullamimas: nedeniyle analizi yapanlar igin
oldukga glivenli bir metottur. Ayrica gevreyi kirletme riski daha disuktir, cok sayida
ornegin aym anda ve tekrarlanabilir sekilde islenebilmesine olanak saglayacak sekilde
¢ok kolay otomasyon saglanabilir.

Idrar, kan, serum, safra, mide icerigi, karaciger, beyin gibi biyolojik 6rneklerde
ilag duizeylerinin tespiti giiniimtizde SPE’nin en énemli kullanim alanlarindan birisidir.
Bilindigi gibi ilag gelistirme asamalarinin dnemli bir basamags; ilag ve metabolitlerinin
vicut sivilarindaki seviyelerinin tespit edilmesidir. Bunun yaninda tedavi etkinliginin
takibi amaciyla da biyolojik orneklerde ilag miktarimn analizi énem tasimaktadir.
Ozellikle yilksek geri kazaimlara sahip olmasi, daha saf siiziintiller elde edilebilmesi
ve ¢ok sayida drnegin kisa zamanda islenmesine olanak verecek sekilde otomasyon
saglayabilmesi nedeniyle hemen hemen biitin ilag ve benzeri maddelerin analizinde
SPE yaygin olarak kullanilmaktadir®® 889,

2.5.2. Kromatografik Yontemler

Kromatografinin genel tammi, iyon veya molekil halinde bulunan kati, sivi ve
gaz karisimlardaki bilesenleri, bir faz sisteminde dagilim denge farkina dayanarak
kalitataif veya kantitatif ayirmay: saglayan yontemdir.
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Kromatografik ayirmada maddeler birbiriyle karismayan iki faz arasinda
dagilirlar. Fazlardan biri hareketli (mobil) faz, digeri durucu (stationary) fazdr.
Karisimdaki her maddenin hareket hizi dagilma katsayisi ile belirlenir. Hareketli fazda
daha ¢ok dagilima ugrayan maddeler daha hizli hareket ederken, sabit fazda dagilimu
fazla olan maddeler daha yavas hareket ederler. Kolon icine doldurulmus birbirine
yakin gozenekli partikiller sabit fazdir. Hareketli faz ise partikiller arasi bosluklar
doldurur. Hareketli faz kolon boyunca maddeleri surtkler. Kolondan ¢ikan her
maddenin konsantrasyon profiline pik ismi verilir. Kromatografinin en yaygin kullamm
alam kantitatif analizlerdir.

2.5.2.1. Gaz Kromatogr afi-K Gtle Spektrometresi (GC/MS)

Kompleks karisimlardaki  ucucu bilesikleri  tanimlamak icin  kullanilan
yontemlerden biridir. Cihazin gaz kromatografi bolumu; kimyasal karisimlar: saf gaz
halinde bilesenlerine ayirirken, kitle spektrometresi  bilesiklerin  yapisini
tammlamaktadir. Kdutle spektrometresine gaz fazinda verilen bilesikler, bir elektron
akis1 ile bombardiman edilerek birer elektronlarim kaybeder ve M yiklii molekiiler
iyonunu olusturur. Molekuler iyon radikal halinde bir iyondur ve molekil agirligi analit
molekult ile aymidir. Yiksek enerjili elektronlar ile analit molekilleri arasindaki
carpismalar molekiile, genel olarak onu uyaracak kadar yiksek enerji verir. Uyarilmis
molekultn durulmasi, sik sik pargalanma seklinde olur ve daha distk katleli iyonlar
ortaya cikar. Elektron carpmasi sonucu elde edilen pozitif iyonlar, kitle
spektrometrenin slit araligindan gegirilir ve kitle/yuk oramna ayarlanmis bir ekranda
kitle spektromu halini alir. Kitle spektrumlarimn grafikteki gizgiler seklinde sunulus
tarzinda her cizgi, kitle/lyik oranina karsi gelen iyonun bagil siddetini gosterecek
sekilde tasarlanmistir. Her spektrumda en buyik olan pik temel pik olarak adlandirilir
ve bu pik 100 degerine karsilik kabul edilir, geri kalan piklerin yukseklikleri bu temel
pike oranlanarak, temel pikin ytizdesi cinsinden uygun yikseklikte verilir.

Bir kitle spektrometresinde analitin gaz halinde iyonlarin: elde etmek igin en sik
kullanilan iyonlastirma kaynaklari; Elektron impact (El), kimyasal iyonlastirma(Cl) ve
alan iyonlastirmadir (FI). Elektron impakt iyonlastiricida, 1sitilan bir tungsten veya
renyum telden yayilan enerjik elektronlar kullamlir. Kimyasal iyonlastirmada,
iyonlastirilmis  baska bir reaktif gazin iyonlar1 ile carpistiriimas: ile elektron
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bombardiman: olusturulur. Alan iyonlastirmada ise yiksek potansiyelli elektrotlarin
yarattig1 yiksek elektirik alanimin etkisi kullamlir. Gaz fazindaki molekiller, cok hizli
hareket eden bu (g farkli elektron garpistirma teknigi ile garpistirilir. Pozitif iyonlar m/e
oranlarina gore birbirlerinden cesitli yontemlerle ayrilirlar ve dedektorde sayilirlar. En
fazla pozitif iyon 70 eV enerjideki elektronlar kullanildiginda olusur. Elektronlarla
carpisma sonucu baska reaksiyonlarda meydana gelir ve molekiller en zayif yerlerinden
parcalanir. Bu parcalanma, aym enerjideki elektronlar kullamldig1 siirece ayni kalir ve
molekultn bir ¢esit parmak izi gibidir. Gaz fazi iyon kaynaklarinin kullanimi, kaynama
noktalar1 500°C’ dan kiicik termal olarak kararli maddelerle simrhidir ve mol kitleleri
103 daltondan daha kicuk bilesikler incelenebilir.

Gaz kromatografi-kitle spektrometresi birlesik sisteminde alinan spektrum bir
bilgisayarda depolanarak Uzerinde islemler yapilabilir. Bilinmeyen bilesige ait spektrum
bilgisayarin ~ kitUphanesinde  bulunan  diger  bilesiklerin  spekturumlariyla
karsilastirilabilir. Y 6ntemin hassasiyeti oldukca yiiksektir 9.

Kromatografik yontemler kullanillarak yapilan biyoanalitik analizlerde
kromatografik metod gegerliligi (validasyon) de saglanmalidir.

Metod validasyonu bir analitik metodun belirlenen amaglara uygunlugunun
tarafsiz olarak test edilmesi ve yazili delillerle kanitlanmasidir. Metod validasyonunda
kullanilan performans kriterleri ve bu kriterlerin kabul edilebilir limitlerini iceren bir
plan kapsaminda gergeklestirilir. Metod validasyonunda kullanilan performans
kriterlerinden bazilar1 dogruluk (accuracy), kesinlik (precision), dogrusallik (linearity),
range (6lcim araligi), geri alma (recovery), tayin limiti (limit of dedection), 6lgim
limiti (limit of quantitation), hassasiyet (sensivity), 6zgullik (specifity) ve saglamlik
(robustness) olarak sayilabilir®9.
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3. GEREC VE YONTEM

Calisma, TF2007-D5 no’lu proje Onerisine Cukurova Universitesi Bilimsel
Arastirma Projeleri Biriminden saglanan parasal destek ile gerceklestirilmistir. Y apilan
calismanin, deneysel hayvan calismasi olmasi nedeni ile Cukurova Universitesi Tibbi ve
Deneysel Arastirma ve Uygulama Merkezi Etik Kurulundan onay alinmustir.

Analjezik ve antipiretik amacli, yaygin olarak kullamilan ve etken maddesi
parasetamol (asetaminofen) (500 mg/tablet) olan parol (Atabay, mistahzar ismi) isimli
ilag, Cukurova Universitesi Tibbi ve Deneysel Arastirma ve Uygulama Merkezi
tarafindan saglanan 250-300 gr agirhgindaki 42 adet Wistar Albino cinsi erkek rata
1000 mg parasetamol olacak sekilde (2 tablet) uygulanarak, bu ratlar Gzerinde akut
parasetamol zehirlenmesi gerceklestirildi. Deney hayvanlar: dekapite edildikten hemen
sonra kan ve organ ornekleri (karaciger, bobrek ve beyin) alindi. Alinan 6rneklere, kati
faz ekstraksiyon (SPE) islemi uygulanarak, Anabilim Dalimiz Adli Toksikoloji
Laboratuvarinda bulunan Gaz kromatografi Kitle Spektrometresi ile toksikolojik
analizleri yapild.

3.1. Deneysal Calismalarda Kullamlan M alzemeler

3.1.1. Deneysel Calismalarda Kullamlan Arag ve Gerecler

8§ Gaz Kromotografi/Kutle Spektrometre Cihazi (GC/MS)............. Agilent (6890

Network GC Systerm/ 5973 Network Mass Selective Detector)

Otomatik Pipet ve Pipet Uglart
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§ Kapiler Kolon...............ocoovvveeviievvneen. DB-17 (0.25mm x 30m x 0.25 pm)
§ Derin Dondurucu...........c.cecvvvennennne... g

8 Elektrikli Hassas Terazi...........................Méettler Toledo

8 Santrifij Cihazt .................ceceveeevene ... Hettich Universal 30 F

§ SPEKartus............eevvevviveiieiiennnnnn..Oasiss MCX, HLB

8 Siringa.......coooviiiiiiiiiiii e . SGE

§ Homojenizatdr.............c.ceveeveiiennne.........Bandelin Sonopuls, hp 2200
§ Vial, vial Kapagi.........coovevvvnninnnnnnnnn. o Agilent

8 VOorteX.......cooveviiiiiiiiii i e e . El€Ktro-mag M 16

§ pHMetre............ccoeevvieeieeeeeceeeeeeen oo ... Mettler Toledo MP 220

§ Azot tlpi

§ Helyum tupt
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§ Cam ve Plastik Deney Tupleri
3.1.2. Deneysal Calismalarda Kullamlan Kimyasal M addeler

8 Maetanol (CH3OH).........ccovviveiie e Merck
8 Potasyum bifosfat (KH2POs)........ovevvvvvveeenenn.n. .. Sigma
8 Aseton (CH3COCHS)....ccvi v i e MErck
8 Amonyum hidroksit(NH4sOH)..............................Fluka
8 Hidroklorik asit (HCI)............cccovvii i e e Merck
8 Sodyum Flordr (NaF)..........coceoevvveiviiieeine e . Merck
8 Parasatamol............cccoiiiiiiiiii . SIgMA
8 PrOCAINE..... .ot it e a2 SIQMA
§8 Parol (parasetamol miktar:: 500mg/tablet)........... Atabay
§ Azot Gazi
§ Helyum Gazi
§ Digtile Su

3.2. YONTEM

3.2.1. Deney Hayvanlarina Parasetamol Uygulanmas, Biyolojik Orneklerin
Ahnmas ve Saklanmas

Calismamizda, deney hayvani olarak kullamlan ratlar icin parasetamol oral LDsg
degeri literatirden 2404 mg/kg olarak belirlendi. Bu deger gbz 6niinde bulundurularak
250-300 gr agirlhigindaki ratlara akut zehirlenme icin verilmesi gereken parasetamoliin
dozu hesapland.

Akut zehirlenmenin gerceklesmesi igin, Wistar Albino cinsi 250-300 gr ratlarin
bir defada midelerine alabilecekleri sivi miktar1 en fazla 5 ml oldugundan, mistahzar
ismi Panadol olan ve 500 mg/tablet parasetamol igeren ilacin iki tableti 5 ml deiyonize
suda cozilerek gava] yontemi ile ratlara verildi. Gavaj yontemi icin standart siringa
uclarindan daha genis ve uzun olan bir siringa ratlara zarar vermeyecek sekilde ucu
duzeltilerek hazirlandi. Kullanilan siringa ile 5 ml parasetamol c¢ozeltisi ratlarin
midelerine ulastirilarak akut zehirlenme saglandi.

Parasetamol uygulamasindan yaklasik 4 saat sonra dekapitasyon yontemi ile
oldurtlen ratlardan hizlica kardiyak kan alinarak kullamlan sodyum flordrli
(antikoagllan) tuplere konuldu. Daha sonra sirasiyla karaciger, bobrek ve beyin alinarak
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diiz cam tuplere konuldu. Kan 6rnekleri santrifiijlenerek serumlar1 ayrilch. Parasetamol
serum stabilitesini degerlendirmek lzere serum orneklerinin baslangic degerleri igin
1'er ml’si bekletilmeden ekstraksiyonlar: yapildi. Kalan serum ornekleri 1., 2., 3., 10.
14. , 21. ve 30. guin degerleri olgtlmek tzere her gun ve saklama kosulu icin 3'er adet
ornek diiz cam tuplere konularak bir grup +4°C’ de buzdolabinda diger bir grup ise -
20°C'de derin dondurucuda etiketlenerek saklandi. Parasetamol —stabilitesinin
degerlendirilmesi icin kullamlacak olan karaciger Ornekleri, ilk gun degerleri igin
bekletiimeden analiz edildi. Her 6lgim gund igin 3 adet karaciger Ornegi, hassas
terazide 1’er gram tartildi. DUz cam tUplerde hazirlanan ornekler, 1., 3., 10., 14. , 21.
ve 30. guin degerleri dlclilmek tizere 20°C’ de derin dondurucuda etiketlenerek sakland.
Parasetamoliin organ dagilimlarini degerlendirmek igin kullanilan 16 adet karaciger,
bobrek ve beyin analizleri yapilana kadar -20°C’ de derin dondurucuda saklandh.

3.2.2. Standartlarin ve Tampon Cozeltinin Hazirlanmas

Analizlerde internal standart olarak procaine kullarildi. Procainin internal
standart olarak segilme nedeni parasetamole olan yap1 benzerligi, stabil bir yapisinin
olmasi, GC/MS cihazinda verdigi pikin alikonma zamamm ve ayrilan iyonlarinin
parasetamol’den farkli olmasidir. Parasetamol ve procaine (internal standart)
standartlart metanol igerisinde c¢ozilerek stok c¢ozeltiler hazirlandi ve alikonma
zamanlar1 belirlendi. Organlarin kat1 faz ekstraksiyonunda kullanilan tampon ¢ozelti su
sekilde hazirlandi; 13.61 g potasyum fosfat (KH.PO;, MW: 136.09) 1000 ml’lik
beherde tartildi, Gzerine 900 ml saf su eklenerek tuzun tamamen ¢dziinmesi saglandi,
¢ozeltinin pH’1 pH metre ile 6lculdd, 1 M KOH veya 0.1 M asetik asit ilepH 4.4'e
ayarlandi, daha sonra ¢ozelti 1000 ml’lik balon jojeye aktarilarak saf su ile 1L’ye
tamamlandi. Tampon ¢ozeltinin en fazla 30 gun icinde tiketilmesine dikkat edildi.

3.2.3. GazKromatografi Kitle Spektrometres (GC/MS) Calisma Sartlari
Tasiyic1 gaz (Helyum): akis hizi: 1 mi/dak.
Kolon sicaklig1:80°C 1 dakika bekleme siiresi
10 °C/dak. artisla 280 °C ve 9 dakika bekleme siiresi.
Dedektor sicakligr: 230 °C
Enjeksiyon sicakligi: 250 °C
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Enjeksiyon modu: Pulsed Splitless
Enjeksiyon hacmi: 0.2 pl

Kitle araligr: 40-550 m/z

Elektron enerjisi: 70 eV

Tarama modu: Scan

3.2.3.1. Standart Kalibrasyon Egrisinin Cizilmes

Hazirlanan referans 200 mg/ml’lik stok gozeltiden metanol ile tamamlanarak
(150, 100, 50, 30,1, 0.5 mg/mi)’lik 6 adet parasetamol standardi i¢in alan ile mg/ml
cinsinden konsantrasyon arasindaki dogrusal iliski grafik olarak cizildi (Sekil 4.2.).
Procaine (internal standart) konsantrasyonu 40 mg/ml olarak sabit tutuldu.
3.2.3.2. Geri Kazamim(Recovery) Calismalari

Parasetamol verilmeden elde edilen rat serum Ornekleri, parasetamol stok
referans ¢ozeltileri ve procain (internal standart) kullanilarak yapilan geri kazamm
calismalar1 6 farkli konsantrasyonda 5 defa tekrarlanarak yapilmistir. Yapilan bu
calisma sonucunda aym Ornegin 5 defa uygulanmasindan elde edilen sonuglarin
birbiriyle uyumlu oldugu gézlenmistir.

Parasetamol verilmeden elde edilen rat karaciger, bobrek ve beyin drnekleri,
parasetamol stok referans ¢ozeltileri ve procain (internal standart) kullanilarak yapilan
geri kazanim galigmalar: 6 farkli konsantrasyonda 5 defa tekrarlanarak yapilmistir.
3.2.3.3. Kantitatif Alt Limit (LQD) ve Minimum Dedeksiyon (LOD) Limiti

Calismas

Cssitli konsantrasyonlarda hazirlanan parasetamol standartlari, cihaza enjekte
edilerek elde edilen pik altinda kalan alanlardan S/N oran: 10 olan deger kantitatif alt
l[imiti (LOD) olarak belirlenmistir. Benzer sekilde cesitli konsantrasyonlarda
hazirlanan parasetamol standartlari, cihaza enjekte edilerek elde edilen pik altinda
kalan alanlardan S/N oram 3 olan deger minimum dedeksiyon limiti (LOD) olarak
belirlenmistir.

3.2.4. Serum Orneklerinden Parasetamoliin SPE (kat1 faz) Yontemi ile
Ekstraksiyonu
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Kat1 faz ekstraksiyonu icin orneklerin hazirlanmasinda, Oasis HLB ve MCX
kartuglar icin Waters firmas: tarafindan belirlenen yontemlerin yer aldigi uygulama
kitabindaki yontemler modifiye edilerek kullamlmustir.

Oasis HL B kati-sivi ekstraksiyon kartusundan sirastyla 1 ml metanol ve 1 ml su
gecirilerek sartlandi. 1 ml serum icerisine 0.1 ml internal standart (procaine) eklenerek
kolondan sabit ve yavas hizda gecirildi. 1 ml %5’ lik metanol ¢ozeltisi ile kolon yikama
islemi yapildi. 1 ml metanol ile elient alinarak azot gazi altinda kuruluga kadar

ucuruldu.
OasisHLB kati1-sivi ekstraksiyon kartusu
Sartlandirma 1 ml metanol
1 ml distilesu \
il
Ornek Uygulama 1 ml serum
0.1 ml procaine
@
Yikama
1 ml %5'lik metanol
U Vakum Uygulanir
ElUent 1 ml metanol
I
<
Kuruma Azot gaz1 altinda
kuruma saglamr
GC-MSenjeksiyonu 1ml metanal ile ¢ozultr

Sekil.3.1. Serum Orneklerinden Parasetamol iin SPE (kat1 faz) Y ontemi ile Ekstraksiyonun Akis Semasi
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3.2.5. Karaciger, Bobrek ve Beyin Dokularindan Parasetamoliin SPE
(kat1 faz) Yontemi ile Ekstraksiyonu

3.2.5.1. Dokularin K at1 Faz (SPE) Ekstraksiyonuna Hazirlanmas

Akut parasetamol zehirlenmesi sonrasinda ratlardan karaciger, bobrek ve beyin
ornekleri alindi. Yaklagsik 1 gr doku Uzerine 9 ml pH 4.4 fosfat tamponu eklenerek
sonikatdr yardimi ile homojenize edildi. Homojenat Gizerine 0.1 ml (procain) eklenerek
2 dakika vorteks ve 3500 rpm’de 15 dakika santrifllj uygulandi. Homojenat 0.45 W’ luk
sringa  filtresi  ile filtrelendi. Elde edilen temiz homojenat  Oasis
MCX kati-sivi ekstraksiyon kartusu kullanilarak ekstrakte edildi.

1 gr doku Uzerine 9 ml pH 4.4 fosfat
tamponu eklenerek homojenize edildi.

J

Homojenata 0.1 ml IS (procain) eklendi].

J

Homojenat vorteksendi.
(2 dakika)

J

Homojenat santrifdjlendi.
(3500rpm, 15 dakika)

I

Homojenat 0.45 p'luk siringafiltres
kullarmlar ak filtrelendi.

I

Elde edilen temiz homojenat Oasis
MCX kati-avi ekstraksiyon kartusu
kullarmlar ak ekstrakte edildi.

Sekil.3.2. Dokularin Kat1 Faz (SPE) Ekstraksiyonuna Hazirlanmasi
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3.2.5.2. Dokularin Kati1 Faz Ekstraksiyonu

Oasis MCX kati-sivi ekstraksiyon kartusundan sirasiyla 2 ml metanol ve 2 ml
pH 4.4 fosfat tamponu gegirilerek sartlandi. Filtrelenmis homojenat icerisine 0.1 ml
internal standart (procaine) eklenerek kolondan sabit ve yavas hizda gegirildi. 2 ml su
ile kolon yikama | yapildi. 2 ml 0.1 N HCI ¢ozdltisi ile kolon yikama Il islemi yapildi. 2
ml %5’ lik metanol ile yikama Il islemi yapildi. 2 ml aseton/metanol (70/30) ¢ozeltisi
ile yikama V1 islemi yapildi. 2 ml %5’ lik amonyum hidroksit (aseton/metanol (70/30)
cOzdltisi icinde) ile eliient alinarak azot gazi altinda kuruluga kadar uguruldu. Uzerine
200 pl metanol eklenerek cihaza enjekte edildi.

OasisM CX kati-avi ekstraksiyon kartusu

Sartlandirma 2 ml metanol \
2ml pH 4.4 fosfat tamponu
1
R/
Ornek Uygulama Filtrelenmis Homojenat
LV
Yikama | 2 ml deiyonize su
ﬂ Vakum Uygulanmr
Yikama |l 2ml O.l[L\Il HCI
LV
Yikama |l 2ml %5'lik metanol
il
Yikama |V 2ml ACN/M eOH
(Aseton/Metanol, 70/30)
I
Nz
Eltent 2ml % 5'lik NH,OH
(ACN/MeOH, 70/30 icinde) }
[
v
Kuruma Azot gaz1 altinda kuruma saglanir .
I
GC-M Senjeksiyonu 200 pl metanal ile ¢ozul Ur .

Sekil.3.3. Dokularin Kat1 Faz Ekstraksiyonu Akis Semast
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3.3. istatistiksel Analiz

Verilerin istatistiksel analizinde SPSS 16.0 paket programi kullanildi. Kategorik
Olcimler say1 ve ylzde olarak, sirekli dlcimlerse ortalama ve standart sapma (gerekli
yerlerde ortanca ve minimum - maksimum) olarak Ozetlendi. Yapilan toksikolojik
analizlerde elde edilen sonuclarin ikiden fazla duruma gore (farkli ginlere ait degerlerin
karsilastirilmast v.b.) istatistiksel degerlendirilmesi icin Kruskall-Wallis, iki duruma
gore (saklama kosullarinin karsilastirilmasi, organlarda parasetamol  dagiliminin ikili
karsilastrmasi, gunlere gore degisen parasetamol konsantrasyonlarimin ikili
karsilastirmasi v.b.) karsilastiriimalar: igin ise Mann-Whitney testi uygulanmustir. Tam
testlerde istatistiksel ®nem diizeyi 0.05 olarak alind.
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4. BULGULAR

4.1. Parasetamoliin Serum ve Dokularda Tayini
Parasetamol ve Procain (1S) standartlarimin GC/M S cihazi kullamlarak elde
edilen kromatogramu Sekil 4.1’ de gosterilmistir.

Abundancs

000000
BOODO0O|
TOOoRG
E-EIEIL'IL":{:':
SO000| ‘
-dDTJ}Iﬂ{:i
3000000
2000040 o

1000000 ‘ |

 E—

Time-—» 4.00 E.0d 600 10,00 12.00 '4:I:ID 16.00 {800 2000 2200 200 26.00

Sekil.4.1. Parasetamol ve Procain Standardlarinin GC/M S Kromatogram

.

Belirtilen kromatografik kosullarda analizi yapilan Parasetamolin alikonma

zamani, korelasyon katsayisi(r’) ve minimum dedeksiyon limiti Cizelge 4.1'de

gosterilmistir.
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Cizelge 4.1. Parasetamol’ iin Alikonma Zamani, K orelasyon Katsayisi (r?) ve Dedeksiyon Limiti.

Alikonma Korelasyon Minimum Dedeksiyon Limiti
Zamani(dakika) | Katsayisi () (LOD,mg/ml)
Parasetamol 15.81 1 04

Gaz Kromatografi

Kitle Spektrometride andlizi

yapilan parasetamoliin

3.2.1'deki belirtilen kosullar uygulanarak cizilen kalibrasyon egrisi Sekil 4.2'de

gosterilmistir.

2.20e+008+
2.00e+038—
i.B0e+Q08B—
L.g0a+008—
1.40e+008—]
1.Z20e+00EB—

L.O0Oe+s00EBE—~

o
B.00e+007 i
-
|
= e 00T —
4.030e+007
2.008+00
O . R — v IV—
a 20 100 150
Amocunit
Responsae = 1,.7%e+00&8 = Amt + 1.92e+003
Coef of Det (r~2) = 1.000 Curve Fit; Linear

Sekil .4.2. Parasetamolin GC/M S de Bdirlenen Kalibrasyon Egris
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4.1.1. Serum Orneklerinin Analiz Sonuglari
Cizelge4.2. Serum Parasetamol Konsantrasyonlarimin Seklama Kosullar ve Ginlere Gére

Degerlendirilmesi

Stciml -20°C +4°C
Olctmler (Ort+S.s9) (Ot +S.9)
Baslangi¢ Giin Sonu Y Uzde Baslangi¢ Giin Sonu Y lzde
Konsantrasyonu | Konsantrasyonu Degisim Konsantrasyonu | Konsantrasyonu Degisim
(mg/ml) (mg/ml) (%) (mg/ml) (mg/ml) (%)
1.gln 79.62+40.19 70.52+36.14 11.64+0.78 46.74+37.29 41.18+32.79 11.82+0.19
2.gin 82.93+10.92 73.94+7.61 10.68+2.59 71.62+66.87 60.88+60.13 18.77+8.10
3.gln 119.19+5.38 115.13+4.11 3.39+0.92 88.42+38.81 77.08+£32.16 12.37+2.09
10.glin 53.08+12.28 45.98+10.24 13.18+5.97 43.17+12.01 33.32+14.94 | 24.81+13.16
14.gin 84.13+18.43 51.69+12.88 38.81+5.36 70.55+16.45 46.12+15.58 35.79+8.51
21.gin 80.45+20.74 53.20+20.13 34.96+8.49 61.30+15.80 36.87+19.57 | 42.23+15.65
30.gln 156.73+64.58 108.58+57.15 | 33.78+11.27 | 109.89+10.96 37.00+12.38 | 66.30+11.06
—~ 80
&
8
R
[}
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‘_g 60
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b -
=
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c
2 40
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c
o
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Sekil.4.3. Serum Parasetamol Konsantrasyonundaki Y tizde Degisim Boxplot Grafigi




4.1.1.1. Giunlere Gore Degerlendirilen Serum Parasetamol Konsantrasyonu
Sonuglar

250 []Serum Baslangic Parasetamol Kons.

[] Guin Sonu Parasetamol Kons.

2

2

Parasetamol Konsantrasyonu (mg/ml)
S
ﬁ)
—

a1
7

QHQ

—T

Gln

Sekil.4.4. Serum Parasetamol Konsantrasyonunun Giinlere Gore Degisim Boxplot Grafigi
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4.1.1.2. Saklama K osullarina Gére Degerlendirilen Serum Parasetamol

Konsantrasyonu Sonuglari

@80‘ Bekleme Kosulu
o
= [ ]+4 Celcius
U) .
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© —|
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©
©
C
2 40
o
>
(%))
©
T
0
C
(@)
X 20—
£
© -
(%))
o
© =
o

O—

| | | | | | |
1 2 3 10 14 21 30

Gln

Sekil.4.5. Serum Parasetamol Konsantrasyonunun Glinlere ve Sakalama K osullarina Gore
Degisim Boxplot Grafigi
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4.1.2. Kontrol Grubu Sonuclari

Parasetamol Konsatrasyonundaki Azalma Yizdesi (%)
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Sekil .4.6. Kontrol Grubu Parasetamol Degisiminin Ginlere ve Saklama Kogsullarina Gére

Boxplot Grafigi

Cizelge.4.3. Karaciger Parasetamol Konsantrasyonlarinin Ginlere Gore

Degerlendirilmesi

14

Gin

4.1.3. Karaciger Orneklerinin Analiz Sonugclari

-20°C
(Ort £ SS)
Olcumler Baslangic Gun Sonu Y Uizde

Konsantrasyonu | Konsantrasyonu | Degisim (%)

(mg/g) (mg/g)
1.gln 2,9+0.9 1.93+0.26 30.26+10.51
3.gin 2,9+0.9 1.04+0.46 61.81+14.97
10.gun 2,9+0.9 0.49+0.08 82.15+4.79
14.gin 2,9+0.9 0.30+£0.16 89.55+5.29
21.gin 2,9+0.9 0.24+0.12 91.75+3.27
30.gln 2,9+0.9 0.16+0.12 94.97+3.69
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4.1.3.1. Gunlere Gore Deger lendirilen Karaciger Parasetamol

K onsantrasyonu Sonuglari

100 Q $

il
gl

60

20

Parasetamol Konsatrasyonundaki Azalma Yuzdesi (%)

o
1

Gin
Sekil.4.7. Karaciger Parasetamol Konsantrasyonunun Guinlere Gore Degisim Boxplot Grafigi.

4.1.4. Karaciger, Beyin ve Bobrek Orneklerinde Parasetamol Dagilim

n

I I
Beyin Bobrek Karaciger

5,00

I N

Organ Parasetamol Konsantrasyonu (mg/g)
Iy 4
?

0,00

38



Sekil .4.8. Organlarda Parasetamol Dagiliminin Boxplot Grafigi ile Gosterilmesi.

Cizelge4.4. Akut Parasetamol Zehirlenmesinde Organlarda Parasetamol Dagilimi

_ L Parasetamol Duzeyleri
Biyolojik Ornek :
X +SS*? Medyan Min-Max
Karaciger(mg/g) 2.68+1.58 241 0.45-4.84
Beyin (mg/g) 0.68+0.43 0.54 0.13-1.62
Bobrek (mg/g) 1.11+0.80 0.76 0.0-2.53

a Aritmetik ortalamat standart saspma

Abundance
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2000000
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16000001
1400000
1200000
1043000
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200000 |
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mizecs 40 G0 B0 100 120 140 160 1B0 200 220 240 260 280 00 320 40 38O W0 400 420 4

Sekil.4.9. Parasetamol K iitle Spektrometri fyon Penceres
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5. TARTISMA

Ilag zehirlenmeleri, artan kullanim alanlar1 ve gesitleri ile zehirlenme nedenleri
arasinda ilk sirada yer almaktadir. Her ilag belirli kosullarda 6lime sebep olabilir.
Parasetamol, analjezik etkili ilaglar arasinda yaygin kullamm ve regetesiz kolaylikla
elde edilebilmesi nedeni ile kaza ve intihar amagli 6limlere siklikla neden olur.

Parasetamol toksisitesinin hedef organlari karaciger ve bobrektir®). Adli
toksikolojik analizlerde parasetamol, kan 6rnekleri ile birlikte karaciger ve bobrekte de
belirlenebilmektedir.

Toksk dozda parasetamol aliminda parasetamol serum dizeyi, toksisitenin
derecesini takip etmek agisindan dnemlidir. Bu nedenle parasetamol serum diizeyinin
duyarli, hizli ve spesifik 6lgim yontemleri ile belirlenmesi gerekmektedir.

Hawton ve ark.’mn 80 olguda yaptig1 calismada, intihar olgularinda siklikla
parasetamolin neden tercih edildigi konusunda su sonuclar elde edilmistir:
Olgulardan %50'si bu ilaca ulasimin kolay oldugu, %29’ u tehlikeli oldugunu, %4’ U ise
ucuz oldugunu belirtmislerdir®®.

Frank Peters tarafindan yapilan ¢alismada klinik ve adli amagli alinan biyolojik
orneklerdeki maddelerin stabilitelerinin  genellikle, oksidasyon veya rediksiyon,
esterlesme gibi nedenlerle bozuldugunu ve bu 6rneklerde bozulmay: en aza indirmek
icin buzdolabinda veya -20°C’'de saklanmalari gerektigi belirtiimektedir. Yine ayn
calismada, sonuclarin yorumlanmasinda yapilacak yanlislardan kaginmak icin uzun siire
saklanarak analizi yapilacak oOrneklerde, uygun kosullarda saklansa bile, bir miktar
bozulmanin g6z 6ntinde bulundurulmas gerekliligi bildirilmektedir®®.

Adli olgularda 6lime neden olan akut zehirlenmelerin, uygun biyolojik
orneklerde gosterilmesi ve postmortem toksikolojik analizi yapilan bu 6rneklerin yasa
ile belirlenen siire saklanmasi zorunludur. Bu saklama siiresi boyunca drnek icindeki
madde miktar: ¢esitli nedenlerden dolay: (saklama kosullar1, koruyucu konulmamasi v.b)
degisebilir. Bu amagla literatiirde gesitli maddelerin (etanol, ilaglar, pestisitler, uyutucu,
uyusturucu maddeler vb.) biyolojik o©rneklerde, degisik saklama kosullarinda
stabilitesini belirlemek tizere yapilmis bir gok ¢alisma yer almaktadir.

Son vyillarda gelistirilen duyarli yontemler, dusik miktarlarda analitlerin

tayinlerine imkan vermektedir. Literatirde Parasetamol (asetaminofen) miktar tayini
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icin gesitli matriksler icinde birgok ¢alisma mevcuttur. Miktar tayini amaciyla kullanilan
yontemler arasinda spektrofotometrik  yontemler, farkli dedektor sistemlerinin
kullanildig: kromatografik yontemler, elektrokimyasal yontemler vb. sayilabilir®*?.

Calismamizda, 250-300 mg agirliginda Wistar Albino cinsi ratlar kullamlmustir.
Akut parasetamol zehirlenmesi sonucu dlen ratlarda postmortem serum ve karaciger
ornekleri degisik saklama kosullarinda (serum ornekleri, +4°C ve -20°C'de, karaciger
ornekleri -20°C'de) saklanmis ve bu 6rneklerde parasetamol stabilitesi kati faz
ekstraksiyon yontemi ile GC-MS cihazi kullanilarak kantitatif olarak ol¢ulmuUstar.

SPE metodu, toksikolojik analizlerde 6rnek hazirlamada en fazla tercih edilen
ekstraksiyon yontemidir. Bunun sebebi, literatiirde, SPE yontemi ile daha az ¢dziicti ve
ayrra¢ madde kullanildigindan daha ekonomik bir 6rnek hazirlanmasi, geri kazamm
(recovery) oram Yyuksekligi ve istenilen yogunlukta ornekler elde edilebilmesidir.
Ayrica tutucu madde ve ¢ozicller arasinda capraz bulasma riski diisik oldugundan
yuksek dogrulukta sonuclar alinabilmekte, disik miktarda 6rnek islendiginden sivi-sivi
ekstraksiyondaki gibi emtlsiyon olusma problemi olmamaktadir, SPE metodunda en az
diizeyde ucurma islemi ihtiya¢ duyuldugundan kararsiz 6rnek olusumu da nadirdir.
COzicu ve drneklerin az miktarlarda kullamlmasindan dolay: zehirli maddelerle temas
daha azdir ve daha az cam malzeme kullanilmasi nedeniyle analizi yapanlar igin
oldukga guvenli bir metot olarak bildirilmektedir. Ayrica bu yontemle cevreyi kirletme
riski daha dusUktir, cok sayida ©rnegin aym anda ve tekrarlanabilir gsekilde
islenebilmesine olanak saglayacak sekilde ¢ok kolay otomasyon saglanabilmektedir.
Y ukarida belirtilen nedenlerden dolay: ¢alismamizda SPE yontemi kullanilmistir.

Calismamizda, serum parasetamol konsantrasyonu olclimleri, +4°C ve -20°C’ de,
saklama kosullarina gore degerlendirildiginde ilk 10 glin igindeki degisimin gunler
arasinda benzer oldugu gorilmustir. Ancak +4 °C’de 14. glinden sonra guin ilerledikce
parasetamol miktarindaki azalmamn arttigi ve bunun da simirda anlamli (p=0.061)
oldugu ama aym donemde -20 °C’'de degisimin istatistiksel olarak onemli olmadig:
bulunmustur (p=0.733). Ayrica ilk 10. gun olcimleri ile 14. gin sonrast Olgumleri
arasinda iki saklama kosulunda da istatistiksel olarak anlamli farklilik oldugu
gordlmustar  (her ikisi icin de p<0.001). Saklama kosullarinin, parasetamol
konsantrasyonuna etkisine ylizde degisim olarak bakildiginda, -20°C’deki 6rneklerin
ylizde degisiminin +4 °C’ye gore daha distk oldugu gozlenmektedir. 30. giin degerleri



icin saklama kosullarina gore ytizde degisimi -20°C’ de %33.78, +4°C’ de %66.30 olarak
belirlenmistir.

Serum Ornekleri icin degisik saklama kosullarinda, aym sirede ortalama olarak
farkli degerler gozlense de istatistik olarak benzer derecede dists gosterdikleri
goralmustar (her ikisi icin de p=0.113). Gunlere gore saklama kosullar1 arasinda sadece
30. guin 6lgimiinde farklilik saptanmistir (p=0.05). Diger giinlerde saklama kosullarinda
degisiklik parasetamol degerine etki etmemektedir. Saklanan serum orneklerinde,
parasetamol stabilitelerini degerlendirirken elde ettigimiz sonuglar: desteklemek igin pH
degeri, serum pH degerine gore ayarlanmis (pH=7.4) deiyonize su ornekleri kullanildh.
Serum Ornekleri ile paralel olarak, aym saklama kosullarinda (+4°C ve -20°C) saklandh
ve analizleri yapildi. Kontrol érnekleri igin, iki saklama ortaminda da ginler ilerledikge
parasetamol miktarinda istatistiksel olarak anlaml1 degisim gozlendi (p10.001). Gunlere
ve iki saklama ortamina gore yapilan istatistiksel degerlendirmede de anlamli farklilik
belirlendi. Orneklerin kag giin saklanacag: dikkate alinmadan yapilan degerlendirmede
ise-20°C’ de parasetamol miktarinda daha az degisim gézlendi (p=0.008). Sonug olarak
kontrol 6rnekleri, serum Ornekleri ile parallelik gostermistir.

Speed ve ark.’min ¢aligmalarinda, yontemin validasyonu igin yapilan, ginlere
gore validasyon (interday  validation)  degerlendirmesinde  parasetamol
konsantrasyonunun, koruyucu ve antikoagilan iceren kan 6rneklerinde sekiz gunlik bir
siire icinde, +4°C’ de anlamli bir degisim gostermedigi bildirilmektedir™. Calismamizin
serum Ornekleri ile ilgili sonuglari, birebir aymi amagli ¢alisma olmamasina ragmen
Speed ve ark.’min ¢alismas ile uyum gostermektedir.

Calismamizda, gunlerdeki ilerleme ile birlikte karacigerde saptanan parasetamol
miktarindaki dustsun de istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttigi gozlenmistir
(p<0.001). 1. gun ile 3. gun, 3. gin ile 10. gin ve 10. gin 14. gin ve sonrasindaki
gunler arasinda disus miktarinda istatistiksel olarak anlamli farklilik vardir (sirasiyla p
= 0.004, p =0.041, p = 0.009). Gunler arasindaki dusis miktari, 14. gine kadar
istatistiksel olarak anlamli olmasina ragmen, 14. gin ile 30. gin degerleri arasindaki
disUsun istatistiksel olarak anlamli olmadigi da gozlenmistir. Y Uzde degisim olarak
degerlendirildiginde, 1. gin karaciger Orneginde parasetamol konsantrasyonu
degisimi % 30.26, 30. gin karaciger Orneginde parasetamol konsantrasyonu
degisimi %94.97 dir.
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Hilberg ve ark.” min ratlar Uzerinde yaptig1 postmortem ¢alismada, antemortem ve
postmortem serum parasetamol konsantrasyonlarimin oram yaklasik 1 olarak
bulunmustur. Ayni calismada postmortem parasetamol konsantrasyonu karaciger,
bobrek ve akcigerde dusik miktarda belirlenmistir. Calismada bunun nedeni olarak
parasetamolin disik dagilim hacmi ve noniyonize yapisina bagli olarak mideden
kismen absorblandigi belirtilmektedir. Calismamizda kullanllan serum ve organ
ornekleri akut parasetamol zehirlenmesinden sonra degerlendirildiginde parasetamoliin
Hilberg ve ark.’nin calismasinda oldugu gibi en distk beyinde oldugu gozlenmistir.
Buna gore 16 rat drneginde olcllen parasetamol konsantrasyonu ortalama olarak
karacigerde 2.68 mg/g, bobrekte 1.11 mg/g ve beyinde 0.68 mg/g olarak bulunmustur®”.

Akut zehirlenmelerde, zehirlenmeye neden olan maddenin konsantrasyonu ¢ok
arttigindan organlarda biyotransformasyondan sorumlu enzimler inhibe olur. Buna bagl:
olarak zehirlenmeye neden olan toksk maddenin biytk bir kismu metabolitlerine
ayrilmadan organlarda kalir. Bu sebeple serum ve karaciger orneklerine uygulanan
stabilite gcalismas ile birlikte, calismamizda karaciger, beyin ve bobrekte degismeden
kalan parasetamol miktarlarinin dagilimi da kantitatif olarak belirlenmistir. Yapilan bu
degerlendirmede, karaciger, bobrek ve beyin parasetamol konsantrasyonu olgimleri
arasinda fark igtatistiksel olarak anlaml1 (p=0.003, p=0.018) bulunmustur. Parasetamol
konsantrasyonu en yuksek karacigerde, en distk ise beyinde belirlenmistir. Bunun yam
sra bobrek ile beyin degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
saptanamamistir (p=0.165).

Detoksifikasyon siirecinde en onemli organ karacigerdir. Bir ¢ok calismada,
parasetamol zehirlenmelerinde tedavi edilmeyen hastalarin %10’ nunda karaciger hasari
meydana geldigi ve bunlarin  %10-%20'sinin  hepatik yetersizlikten oldugu
bildirilmektedir. Calismamizda, parasetamolin organ dagilimi literatiirde yer alan
calismalarla uyumlu olarak en yiiksek karacigerde belirlenmistir™®.

Bobrek de parasetamol zehirlenmelerinde hedef organlardan birisidir.
Mahadevan ve ark. tarafindan 51 olguda yapilan ¢alismada olgularin % 13.5’inde (n=7)
hepatotoksisiteyle birlikte nefrotoksisite de gozlenmistir®. Blakely ve ark.’min
Amerikan Renal Hastaliklar Merkezi tarafindan yayinlanan calismasinda toplam akut
renal hasarlarin %2’ sinin parasetamol zehirlenmelerinden olustugu bildirilmektedir.
Ayni calismada glutatyon eksikliginde veya sitokrom P450 mikrozomal enzimlerini

46



indukleyen bir ilacla birlikte terapttik dozda dahi olsa parasetamolin bobreklerde
hasara neden olacag: belirtilmistir™. Calismamizda organ dagilimlarina bakildiginda
bobregin karacigerden sonra en yuksek parasetamol konsatrasyonuna sahip organ
oldugu gozlenmistir. Bu veriler bobrege olan toksik etkisini agiklar niteliktedir.

Hendrickson ve ark.’min rat beyni ile yaptigi calismada, parasetamoliin  merkezi
sinir sistemi Uzerinde, burada bulunan glutatyonu tiketerek etki ettigi bildirilmektedir.
Bu yayin, O0n caisma olarak kabul edilmesine ragmen akut parasetamol
zehirlenmelerinde merkezi sinir sisteminin ne sekilde etkilendigi belirsizdir. Benzer
sekilde asir1 dozda alinan parasetamoliin metabolik asidosizi artirdigi ve buna bagli
olarak depresyona neden olduguna dair 6n calismalar yapilmistir®®. Calismamizda akut
parasetamol zehirlenmesinde organ dagilim sonuclarina baktigimizda en dustk
parasetamol miktar: beyinde gozlenmistir.

Schitz ve ark.’nin yaptig1 calismada, toksikolojik analizlerde yapilan hatalarin
en 6nemli kaynaklari; on analitik calismalarda yapilan hatalar, analitik calismalarda
yapilan hatalar, farmakokinetik hatalar, farmakodinamik hatalar ve analiz sonuclarinin
bunlara bagli olarak yanlis yorumlanmast olarak bildirilmektedir®. Aym: calismada
parasetamol ile olusan zehirlenmelerin toksikolojik analizlerinde, en Onemli hata
kaynagi olarak farmakodinamik hatalar  bildirilmektedir. Postmortem ilag
zehirlenmelerinin degerlendirilmesinde  farmakodinamik hatalardan kaginmanin bir
yolu degisik oOrneklerde analiz yapilmasidir. Calismamizda, parasetamol
zehirlenmelerinde karaciger ve serum drneklerinin degerlendirilmesi yapilmistir.

Parasetamoliin metabolizmasimt molekiler modelleme yontemi ile agiklamak
Uzere Fazlul Hug tarafindan yapilan bir calismada, molekiler modelleme ile
parasetamolin toksik metaboliti olan NAPQI’ nin yiksek toksisitesinin, bu metabolitin
yuksek kinetik enerji seviyesine, sudaki disiuk c¢ozintrligine ve distk termodinamik
stabilitesine bagl oldugu gosterilmistir™®.

Analizden 6nce biyolojik drnegin bozulmasi, plazma proteinlerine bagli ilaglarin
koruyucu etki eksikligine bagl olarak, kimyasal ve fiziksel bozulmasi ile olusur. Ornek
saklama sirasinda koruyucu konulmamas: ve/veya ornekleme sirasindaki bakteriyel
kontaminasyona bagli olarak devam eden enzimatik aktiviteler biyolojik érneklerde

maddelerin stabilitelerini koruyamamasina neden olur.
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Saklanan biyolojik orneklerde ilaglarin stabilitesi adli tip ¢aligmalarinda tekrar
degerlendirmek gerekliligine bagli olarak dnemlidir. Bu 6rneklerde ilaglarin stabilitesi,
saklama sicakligina, saklama siresine, koruyucu konulmasina ve baslangictaki 6rnek
toplama kosullarina baglidir.

Holmgren ve ark.’nin yaptigi calismada, postmortem kanda aralarinda
parasetamolin de yer aldigi benzodiazepinler, antidepresanlar, analjezikler ve
hipnotiklerden olusan 46 ilacin -20°C’de koruyucu kullamlarak, bir yilhik stabilitesi
degerlendirilmistir. Bu calismaya gore femora ven kamindaki parasetamol
konsantrasyonunda, -20°C'de koruyucu kullamlarak, 1 yilhk yapilan calismada,
istatistiksel olarak anlamlt bir degisim gézlenmemistir. Bununla beraber 7 ilacin (etanol,
ketobemidon, desmetilmianserin, 7-amino-nitrazepam, THC, thioridazie, zolpidem) ilk
olctimii ile ikinci 6lctimleri arasinda anlaml: bir fark gozlenmistirt*®.

Y apilan stabilite calismalarinda iki analitik sonu¢ arasinda bulunan farklilik tek
basina ilacin ornekteki stabilitesi ile degil kullamlan analitik yontemin guvenilirligi ve
dogrulugu ile de ilgili olabilir.

Drummer ve ark.’'nin yaptigi ¢alismada postmortem toksikolojik analizlerde
biyoanalitik prosedirlerin standardize edilmesi gerektigi ve bunun da analize uygun

(19

biyolojik o6rnek secimi ile baslanmasi gerektigi belirtilmektedir™. Calismamizda
biyolojik 6rnek olarak parasetamol zehirlenmelerinde en énemli biyolojik 6rnek olan
serumla birlikte karaciger, bobrek ve beyin kullamlmistir. Bu 6rneklerin analizi igin
kullamilan yontem validasyonu igin geri kazamm, tekrarlanabilirlik, minimum
dedeksiyon limiti, kantitatif alt limit, dogrusallik calismalar1 yapilmistir.

Adithan ve Thangam'in parasstamolin agiz i¢ci Sivist ve serum
konsantrasyonlarim kromatografik yontemle karsilastirmak Uizere yaptigi ¢calismada agiz
ici sivisi ve serum ornekleri arasinda onemli bir korelasyon oldugu belirtilmistir®®?.
Aynit calismada agiz ici sivist ve serum parasetamol konsantrasyonu oranlarinin
ornekleme zamanina bagli oldugu bildirilmistir.  Calismamizda 6rnekleme zamani
olarak, ratlara parasetamol gava] yontemi ile uygulanip, akut zehirlenme olusturularak,
parasetamoliin yarilanma stiresi olan 4 saat titizlikle takip edilerek calisilmustir.

Fischer ve ark.’nin fareler Uzerinde yiksek basingli sivi kromatografisi cihazi
kullanarak yaptiklar: calismada toksk dozda parasetamoliin ve konjuge metabolitinin

organlarda, plazmada ve idrarda tayinleri yapilmistir. Calismada go6zlenen
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parasetamoliin yarilanma siiresi 4 ile 12 saat arasinda degismektedir. Bu ¢alismaya gore
toksik dozda parasetamol verilen farelerde, parasetamol glukoronid konjugat: (metabolit)
konsantrasyonu sirastyle en yiksek plazmada, karacigerde ve bobrekte bulunmustur.
Beyinde, degismeden bulunan parasetamol miktar: diger organlarla benzer bulunmasina
ragmen parasetamol glukoronid konjugat: eser miktarda belirlenmistir. Bu durum
yazarlar tarafindan kan beyin bariyerinin etkisi ve/veya beyinin parasetamoli
konjugatina cevirememesi olarak degerlendirilmistir. Bobrekte de diger parasetamol
konjugatlar1 (glukoronid, sistein, merkaptirik, sllfat, glutatyon) distk miktarda
bulunmustur™®®.  Calismamizda, bu calismaya paralel olarak parasetamol
konsantrasyonu en dusiik beyinde ve en yiksek de karacigerde bulunmustur.

Ilaglarin biyolojik orneklerde stabilitesinin bilinmesi klinik ve adli amach
caismalarda ©nemlidir. Calismamizda literatirde yer alan bilgiler 1s1ginda
parasetamoliin 30 gunlik stabilitesi ve organlarda dagilimi gbzlenerek, bu konuda veri
taban olusturulmaya galisilmistir. Parasetamoliin, koruyucu kullanmlarak (sodyum flordr)
orneklemeden sonraki 30. giine kadar serumda stabilitesinin anlamli olarak degismedigi,
-20°C'de saklanan postmortem karaciger Orneklerinin parasetamol konsantrasyonu
degerlendirilmesi icin uygun 6rnek olmadig: sonuclar: elde edilmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda akut parasetamol zehirlenmesi sonucu dlen olgularda,
postmortem serum ve karaciger 6rneklerinin degisik saklama kosullarinda (+4°C
ve -20°C'de, GC/MS cihazi kullanilarak) 30 gunlilk parasetamol stabilitesi
arastirilmas: ve parasetamoliin postmortem serum, bobrek, beyin ve karaciger
dokularinda dagiliminin gésterilmesi amaciyla, Cukurova Universitesi Tibbi ve
Deneysel Arastirmalar Merkezi tarafindan saglanan 42 deney hayvan ile
caligilmistur.

. Alinan kan ve karaciger ornekleri degisik saklama kosullarinda (+4°C ve -
20°C’ de) saklanarak, belirlenen giinlerde analizleri yapildi.

Beyin ve bobrek ornekleri de bu organlardaki parasetamol dagiliminm arastirmak
icin calisildu

. Adli Toksikoloji Laboratuvarimizda SPE metodu ile ekstraksiyonu yapilan
ornekler, gaz kromatografi-kitle spektrometresi cihazi kullanilarak analiz edildi.
. Yapilan ¢alismada, serum parasetamol konsantrasyonu olgtimleri, +4°C ve -20
°C'de, saklama kosullarina gore degerlendirildiginde ilk 10 gin icin degisimin
gunler arasinda benzer oldugu gozlenmistir.

. +4°C’ de 14. ginden sonra guin ilerledikce, parasetamol miktarindaki azalmanin
arttigir ve bunun da sinirda anlamli (p=0.061) oldugu ama aym ddénemde -20
°C’ de degisimin istatistiksel olarak 6nemli olmadig1 gozlenmistir (p=0.733).

. 1k 10. gun olcumleri ile 14. gin sonrast Glctimleri arasinda iki saklama
kosulunda da istatistiksel olarak anlaml: farklilik oldugu gorilmtstar (her ikisi
icin de p<0.001).

. Saklama kosullarinin, serum parasetamol konsantrasyonuna etkisine ylzde
degisim olarak bakildiginda, -20°C deki Orneklerin ylizde degisiminin +4°C'ye
gore daha distk oldugu gozlenmistir. 30. giin degerleri icin saklama kosullarina
gore yuizde degisimi -20°C’ de %33.78, +4°C’ de %66.30 olarak belirlenmistir.
Karacigerde saptanan parasetamol miktarindaki disistn de istatistiksel olarak
anlamlt bir sekilde arttigi gozlenmistir (p<0.001). Bu durum yizde degisim

olarak degerlendirildiginde, 1. gun karaciger Orneginde parasetamol
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10.

11.

12.

konsantrasyonu degisimi % 30.26, 30. gin karaciger orneginde parasetamol
konsantrasyonu degisimi %94.97 olarak belirlenmistir.

Karaciger, bobrek ve beyin parasetamol konsantrasyonu olciimleri arasinda fark
istatistiksel olarak anlamli (p=0.003, p=0.018) bulunmustur. Parasetamol
konsantrasyonu en yiksek karacigerde, en dusik ise beyinde belirlenmistir.
Yapillan calismada kullamlan yontemin toksikoloji  laboratuvarlarinda
parasetamol miktarin: belirlemek icin uygun oldugu gozlenmistir.

Adli olgularda Olime neden olan akut zehirlenmelerin uygun biyolojik
Orneklerde analiz edilmesi ve postmortem toksikolojik analizi yapilan bu
orneklerin yasa ile belirlenen siire saklanmasi zorunlulugu vardir. Buna bagl
olarak vicuda cesitli yollarla toksik veya letal dozda alinan parasetamoliin, 30
gunden fazla saklanan serum drneklerinde saglikli yorum yapilacak kadar stabil
olmadigi gozlenmistir. 30 ginden fazla saklanan Orneklerin  tekrar

degerlendirilmesinde bu durum g6z 6niinde bulundurulmalidir.

13. Adli toksikolojik analiz amagli -20°C’de saklanan karaciger orneklerinin de,

parasetamol miktarinin tekrar belirlenmesi igin uygun biyolojik 6rnek olmadig:

gozlenmistir.

14. Adli amagli alinan biyolojik drneklerin 180 giin saklanmasi zorunlulugu vardir.

Buna gore, ksenobiyotiklerin stabilitesini belirlemek amaci ile yapilacak daha
uzun vadeli benzer ¢alismalar yapilmalidir.
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Diizeylerinin Saptanmasi ve Adli Tipta Onemi’’ baslikh teziyle Yiksek Lisans egitimini
tamamladh.

Eylul 2004’ de C.U Saglik Bilimleri Engtitiisii Adli Tip Anabilim Dalr’ nda Adli Tip
Doktora sinavina girerek Adli Tip Doktora egitimine bagladi. 2007-2009 tarihleri arasinda
“Postmortem  Rat Serum ve Dokularinda Parasetamol Dagilimi ve Stabilitesinin
Arastirilmast’’ baslikli doktoratezini hazirlad.

Halen C.U. Tip Fakiiltesi Adli T1p Anabilim Dalr’ nda gérev yapmaktadr.

Iki cocuk annesidir.
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