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OZET
Doktora Tezi

BENZODIAZEPIN GRUBU ILACLARLA BAGIMLILIK OLUSTURULMUS
RATLARIN KAN VE DOKULARINDA ESER ELEMENT VE iLAC ETKEN MADDE
DUZEYLERININ INCELENMEST

Oznur GUNGOR

Inonii Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiist
Kimya Anabilim Dal1

xi+ 141 sayfa
2011
Danisman: Yrd. Dog. Dr. Nurhayat OZDEMIR

Benzodiazepinler (BDZs) antiepileptik hipnotik, teskin edici, antikonviilsan, sedatif,
kas gevsetici ve amnezik Ozellikleri ile farmasotik aktif ilaglarin biiyiikk ve onemli bir
smifin1 olusturmaktadir. Benzodiazepinler ve metabolitleri tiim viicuda ve 6zellikle limbik
sistem, hipotalamus, talamus ve serebrospinal siviya dagilirlar. Bircogu plazma
proteinlerine baglanir ve idrarla disar atilirlar. iz elementler insan saglig1 ve hastaliklarinda
onemli bir rol oynar. Gerekli ve gerekli olmayan iz elementlerin her biri hiicre, doku ve
stvilar igerisinde yiiksek miktarlarda bulunurlarsa toksik olabilirler.

Bu calismada, bes farkli ¢alisma grubu olusturularak ratlara alti hafta boyunca
giinde 2 doz intraperitonel yolla genellikle psikiyatri de kullanilan diazem ve dormicum
ilaglar1 verildi. Klinik olarak bagimli hale getirilen deney hayvanlarindan alinan serum
orneklerinde kalitatif element analizi SEM-EDX ile yapildi. Beyin, karaciger, bobrek
dokular1 ve serum 6rneklerinde Na, Mg, Al, K, Ca, V, Cr, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn, As, Se,
Rb, Sr, Nb, Mo, Ag, Cd, Sn, Sb, Ba, Pb elementleri ICP-MS de analizlendi. Hg element
analizi Grafit firmli AAS de yapildi. On islem olarak sivi- kati ekstraksiyonu kullanilip
hazirlanan serum orneklerinde etken maddelerin analizi i¢in GC-MS kullanildi. Etken
madde analiz sonuglarini desteklemek amaciyla IR alindi. Serum ve dokularda SOD, CAT,
GSH-Px aktivitesi, protein tayini, yag asit oksidasyonu UV-VIS da olgiildi. Serum
ornekleri i¢in rutin biyokimyasal analizler Aeroset Otoanalizor sisteminde ¢alisildi.

Deneysel sonucglara gore; ilag uygulamalari ile hem dokularda hem de serumda
enzim aktivitesi, MDA, eser elementler ve dlgiilen enzimlerin kofaktorii olarak gérev alan
Fe, Mn, Zn, Se diizeylerinde istatiksel olarak anlamli degisimler gozlemlenmistir. Her iki
ilag grubu arasinda kontrol grubuna gore; serum i¢in {irik asit, kolesterol, albumin
diizeylerinde; karaciger i¢in Se, Zn, Mg diizeylerinde; bobrek i¢in Sn, Cr, Mn diizeylerinde
ve beyin i¢in Ca, Sn, Sr diizeylerinde istatiksel olarak anlamli degisimler bulundu.
Analizlenen bu degisimler SPSS 16.0 paket programina gore degerlendirildi.

ANAHTAR KELIMELER: Benzodiazepin, ICP-MS, UV-VIS, SOD, CAT, GSH-Px, MDA.
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Benzodiazepines constitute a large and important class of pharmaceutical active
drugs with antiepileptic hypnotic, tranquillizing, anticonvulsant, sedative, muscle relaxant,
due to amnesic properties. BDZs and metabolites are distributed throughout the body and
more specifically in the limbic system, particularly the hypothalamus, thalamus and
cerebrospinal fluid. Many of them are bound to plasma proteins and are excreted by the
urine. Trace elements play an important role in human health and diseases. These elements
take part in different metabolic pathways. If they were found in excessive concentrations,
each of essential and nonessential trace element may show toxic effects in cells and tissues.

In this study, five working groups of rats were formed by giving two doses
psychiatric drugs (diazepam, dormicum) intra-peritoneally per day for six weeks. The
serum samples were collected from clinically addicted animals and the percentage of
elements was determined by SEM-EDX. Na, Mg, Al, K, Ca, V, Cr, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn,
As, Se, Rb, Sr, Nb, Mo, Ag, Cd, Sn, Sb, Ba, Pb elements were analysed using ICP-MS
from brain, liver and kidney tissue and serum samples. Hg analysis was performed by
GFAAS. GC-MS was used for analysis with serum samples using solid phase extraction.
The active ingredient in order to support the results of the analysis were elucidiated by the
IR. Serum and tissue samples SOD, CAT, GSH-Px activity, protein determination, fatty
acid oxidation were measured with UV-VIS. The routine biochemical assays of serum
samples were analyzed by an Aeroset autoanalyzer system.

The results showed that both in serum and in tissues the enzyme activity, MDA,
trace elements and the levels of cofactors (Fe, Mn, Zn, Se) for enzymes under investigation
were observed in significant changes. The changes in uric acid, cholesterol, albumin levels
in serum, Se, Zn, Mg levels in liver, Sn, Cr, Mn levels in kidney and Ca, Sn, Sr levels in
brain were significantly differed in drug treated animals compared to control group. The
statistical analysis was carried out by the SPSS 16.0 package program.

KEYWORDS: Benzodiazepines, [CP-MS, UV-VIS, SOD, CAT, GSH-Px, MDA.
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1) GIRIS ve AMAC

Ruhsal saglik alaninda psikolojik ve psikiyatrik rahatsizliklarda (psikofarmakolojik)
ilag verilmesi ¢ok yaygin bir terapi yontemidir. Bu ilaglar ruhsal sikdyetleri mevcut
oldukca ¢ok hastanm yasam kalitesini artirmustir. Ilag sayesinde hastaligm belirtilerine
kars1 miicadele edilebilir veya sikayetlerin tekrarlanmasi dnlenebilir.

Ilaglar psikolojik ve psikiyatrik rahatsizliklara karsi miicadele vermek igin veya
onlemek icin etkin olabilir. Psikofarmalojik ilaglarin etkin olup olmayacagi ve olursa ne
derece etkin olacagi hastadan hastaya ve durumdan duruma farkli olabildigi i¢in ancak
pratikte kullanarak belli olur. Ilaglarm tercih edilen etkisi yani sira daima yan etkileri de
vardir. Hem dozaji uygun, hem etkin, hem de kisi i¢in ¢ekilebilir nitelikte olan bir ilag
bulmak uzun zaman alir ve sabir ister. ilaglarin islevselligini ve yan etkilerini
degerlendirmek icin ve gereken yerde degisiklik yapilabilmesi i¢in uzmanca refakat
edilmesi gerekir.

Psikolojik ve psikiyatrik rahatsizliklarda nedenini bulup tedavi etmek veya
olabildigi kadar iyi derecede idare etmeyi Ogretmek i¢in ilag kullanilmasi yeterli
gelmez. Rahatsizligr iyi tedavi edebilmek icin teshis ve bir tedavi plani yapilmasi
gerekir.

Ilag psikolojik ve psikiyatrik rahatsizliklara karsi miicadele i¢in veya onlemeye
yonelik kullanilabilse de buna yol agan nedenleri ortadan kaldirmaz. Psikoza karsi
miicadele i¢in veya onlemeye yonelik (antipsikotik) ilaglar vardir; karamsar duygulara
(depresyona) karst miicadele i¢in veya Onlemeye yonelik (antidepresan) ilaglar(1)
vardir; duygu durum dalgalanmasina karsi miicadele i¢in (duygu durum dengeleyici)
ilaglar vardir; korkuya kars1 (sakinlestirici ve antidepresan) ve uykusuzluga karsi (uyku
ilac1) miicadele i¢in ilaglar vardir.

Calismamizda kullandigimiz Benzodiazepinler insanlarin giinlik hayatlarinda
karsilagtiklar giigliiklerin, tiziintiilerin ve sikintilarin neden oldugu sinirlilik ve hiddet
gibi reaksiyonlari dnlemek iizere kullanilan ilaclarin baginda gelirler. Benzodiazepin
grubundan ilacin uyku 6zelligine veya sakinlestirici 6zelligine sahip olmasi dozajina ve
etkin oldugu siireye baglidir. Ayrica etkisi kisiden kisiye de farklidir. Benzodiazepinler
kisinin stres ve diisiince dolu zor bir donemi atlatmasi ve bu arada bitkin diismemesi

icin gegici olarak etkin bir ¢oziim olabilir. Benzodiazepinlerin rizikolu yoni ise



bagimlilik yapabilmesidir. Sakinlestirici 6zellige sahip benzodiazepinler en fazla iki ay
boyunca kullanilabilir.

Saglikli bir kisinin kan yapisi ile ¢esitli hastaliklar1 olan ve bu sebeple ilaglar
kullanan kisilerin kan yapist ayni degildir. Organizma temel olarak organik ve
inorganik maddelerden kurulmustur. Organik yapiy1; protein, lipid, karbonhidrat,
hormon gibi maddeler, inorganik yapiy1 ise su ve mineraller olusturur. Alinan ilaglarin
ozelliklerine gore kanimizdaki kimi degerler yiikselirken kimi degerlerin de diigmesi
kaginilmazdir. Bu sebepten yola ¢ikarak benzodiazepin grubu ilaglardan kullanan
ratlarin kanindaki iz element miktarlarinin degisimi incelenmistir. Iz elementlerin insan
saglig1 ve hastaliklarda 6nemli bir rolii olup metabolizma fonksiyonlarinin devami igin
gereklidirler. Bu elementler hiicre ve dokularin farkli metabolik yollarinda gorev alirlar.
Gerekli ve gerekli olmayan iz elementlerin her biri hiicre, doku ve sivilar igerisinde
yiiksek miktarlarda bulunurlarsa toksik olabilirler.

Calismamizda Benzodiazepin etken maddelerini iceren piyasada yesil regeteyle
satilan ve en ¢ok kullanilan iki ila¢ gruplandirilmis ratlara intraperitonel uygulandi.
Kullanilan her iki ilagta uyku verici olup diazem uzun etkili, dormicum ise kisa etkili
ilaglardir. Calismada agirliklart 180-240 gram arasinda degisen, toplam 46 adet Wistar
albino cinsi geng¢ yetiskin disi ratlar kullanildi (n=46). Deney siiresince ratlar, 12 saat
aydinlik/ karanlik, havalandirmali ve sabit sicakli odalarda, 6zel kafeslerde, rat yemi ile
beslenerek ve igebildikleri kadar ¢esme suyu verilerek barindirildi. Deney devam
ederken {lgiincii haftada SEM-EDX c¢alismast icin kan alindiktan sonra deney
hayvanlarindan 3 tanesi Oldii. Calismanin baslangicinda deney hayvanlan
isaretlendirilerek 5 gruba ayrildi; kontrol grubu, diazem ve diazem tasiyici grup ayrica
dormicum ve dormicum tastyici grup. Alt1 hafta boyunca giinde iki doz (Diazem igin 1
mg/kg, Dormicum i¢in 0,75 mg/kg) ilaclar verildi, haftada bir kere kilo takibi yapildi.
Deney sonlandirildiginda kan ve doku Ornekleri yapilacak ¢aligmalara uygun sekilde
muhafaza edildi.

Deney sonlandirildiginda kontrol grubu oncelikli olmak tizere ¢alisilan diazem ve
dormicum ilaglart verilmis olan ratlarin serumlar1 sivi-kati faz ekstraksiyonundan
gecirilip Agilent 6890 GC’ye baglh 5973N Mass Selective Detektor'den olusan GC/MS
ile etken maddelerin analizi yapildi. Elde edilen GC/MS sonuglarina gore deney



hayvanlarina verilen ilaglarin etken maddelerinin yapilart aynen kalmayip yap1
degisikligi s6z konusudur. Yap1 tayinini aydinlatmak amaciyla Perkin Elmer Spektrum
100 Infared Spektrometresi kullanildi.

Kan ve doku drneklerinde (beyin, bobrek, karaciger) eser halde bulunan (Na, Mg,
Al K, Ca, V, Cr, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn, As, Se, Rb, Sr, Nb, Mo, Ag, Cd, Sn, Sb, Ba,
Pb) metallerin degisimini incelemek tlizere Agilent 7500ce ICP- MS cihazi kullanildi.
LEO EVO 40’a baghh SE-BSE dedektor’den olusan SEM cihazinda deneyin iiclincii
haftasinda alinan tam kan ve serum &rneklerinde (Na, Mg, Al, K, Fe, Co, Ni, Cu, Zn,
As, Se, Mo, Cd, Sb, Ba, Hg, Pb, Si, P, S, Ca, V, Cr, Mn, Rb, Sr, Zr, Nb, Ag, In, Sn, Bi)
eser halde bulunan metallerin % miktarlarint belirlenmek amaciyla SEM-EDX’lar
cekildi. ICP-MS cihazinda kullanilan i¢ standarttan dolayr Hg elementi incelenemedigi
icin Perkin Elmer AAnalyst 800 Atomik Absorpsiyon Spektrometre cihazmin Grafit
Firin sisteminde analizi yapild1.

Kan ve doku 6rneklerinin 6n islemlerinde Sonics VCX130 sonifikator, IKA-Werke
T25 Homojenizatér ve Niive NF 800R mikro santrifiijii kullanilarak enzim (Glutatyon
peroksidaz, Katalaz, Siiper oksit dismutaz) calismasi, protein tayini ve yag asit
oksidasyonu Shimadzu 1601 UV- VIS spektrofotometre cihazinda yapildi.

Turgut Ozal Tip Merkezinin biyokimya laboratuarinda deney hayvanlarnin kan
serum Ornekleri kullanilarak Abbott marka Aeroset Otoanalizoriinde rutin
biyokimyasallardan; Glikoz, Bun, Kreatinin, Urik Asit, Trigliserid, Kolesterol, Total
Protein, Albiimin, AST, ALT analizleri yapildi.



2) KURAMSAL TEMELLER
2.1. TOKSIKOLOJi

Fiziksel, kimyasal ve biyolojik ajanlarin canli biyolojik sistemlerde yapisal ve
islevsel degisiklik seklinde gozlenen zararli etkilerinin kalitatif ve kantitatif olarak
incelenmesi ve bu arastirmalardan sonra elde edilen verilerin insan dahil tiim yararh
canlillarin zararli etkilerden korunmasi ve kimyasal maddelerin giivenirliliklerinin
saptanmasi i¢in kullanilmasi ile ugrasan, multidisipliner, hem ¢ok eski hem modern

anlamda ¢ok yeni, gelisen ve dngoriisel niteligi olan bir bilimdir.

2.1.1. Kimyasallarin Zehirlilikleri ve Toksisite Dozlar:

Doz zehirlenmeyi belirleyen faktordiir. Uygun kullanilmadigi takdirde her madde
zararli, olumsuz etkiler meydana getirir. Her zaman olmasa da ¢ogunlukla toksisiteyi
doz belirler.

Kimyasallarin akut ve kronik zehirliliklerini ifade etmek i¢in terimler ve
tanimlardan yararlanilir. Bunlar arasinda en 6nemlileri sunlardir:

« Oldiiriicii doz (LD50):

Uluslararas1 literatiirde toksik kimyasal maddelerin zehirleyici etkilerini
(toksisitelerini) belirtmek i¢in, "6ldiirticii doz" olarak bilinen ve kisaca "LD50" ile ifade
edilen doz ifadelerinden yararlanilir. Bir defada alman ve deney hayvanlarinin
%350'sinin iki haftalik bir siire i¢inde Oliimlerine neden olan ve viicut agirliginin
kilogrami1 basma belirtilen doz, "LD50 veya &ldiiriicii doz" olarak tanimlanir. Ornegin
herhangi bir zehirli madde i¢in 6ldiiriicii doz, LD50= 100 mg/kg viicut agirlig1 olarak
ifade edilmisse, 50 kg agirligindaki bir kisi i¢in bir defada alinan 5 gramlik bir dozun
"dldiiriicii olduguna" hiikmederiz. LD50 degerleri "kimyasallarin akut toksisitelerini
belirten birer dl¢ilit" olarak degerlendirilirler. Kimyasallarin 6ldiiriici doz degerlerine
gore toksisiteleri sdyledir: a)Cok zehirli kimyasallar: Oldiiriicii doz degerleri 25 mg' dan
daha diisiik olan kimyasallar (LD50 < 25 mg/kg agirlik). b)Zehirli kimyasallar:
Oldiiriicii doz degerleri 25- 200 mg araliginda bulunan kimyasallar (LD50 > 25 mg/kg -
LD50 < 200 mg/kg). c)Az zehirli kimyasallar: Oldiiriicii doz degerleri 200- 2000 mg
araliginda bulunan kimyasallar (LD50 > 200 mg/kg - LD50 > 200 mg/kg).



* Gizli siire (kulucka siiresi):

Kimyasallarin énemli toksisite ol¢iitlerinden bir digeri de "kulucka dénemi" veya
"gizli siire" olarak tanimlanan kriterdir. Zehirli maddenin alinmasi ile zehirlenme
belirtilerinin ortaya ¢ikmasi arasinda gecen siireye "kulucka siiresi" veya "gizli siire"
denir. Gizli siire birka¢ saniye ile yiiz yil gibi ¢cok farkli zaman dilimlerine karsilik
gelebilir. Akut zehirlenmelerde gizli siirenin ¢ok kisa olmasma karsm, kronik
zehirlenmelerde bu siire yillarca uzayabilir. Bu tiir kronik zehirlenmelerde toksinin
viicutta birikmesi, uzun bir siire zarfinda gergeklesebilir. Ozellikle kursun, civa vb. agir
metal zehirlenmeleri, uzun bir gizli siire sonunda ortaya ¢ikabilir.

* Esik degeri (ED):

Bazi laboratuarlarda ve igyerlerinde, kisinin siirekli olarak "ayni tiir kimyasala
(veya kimyasallara) maruz kalmasi" s6z konusudur. Boyle durumlarda gilinlik is
yagaminda maruz kalinan kimyasalin (veya kimyasallarin) oldiiriicti dozu pek yarar
saglamaz. Kisilerin kimyasallara siirekli maruz kaldiklart durumlarda Kimyasallarin
"esik degerleri" ve "maksimum ¢alisma degerleri" ¢ok yararlidir. Bu degerlerin
bilinmesi, saglik sorunlarinin 6nlenmesine yonelik tiim 6énlemlerin alinmasma meydan
verir. Bir kimyasalin uzun siireli ve siirekli olarak viicuda girmesine karsin, toksik etki
gostermeyen dozuna "esik degeri, ED" denir.

* Maksimum ¢alisma degeri (MCD):

Bir ig giiniinii 8 saat kabul ederek, bir kisinin 8 saatlik bir siirede maruz
kalabilecegi herhangi bir toksik kimyasalin izin verilen zaman agirlikli ortalama
derisimine (miktarina) ise, "maksimum calisma derisimi, MCD" denir. MCD degerleri
ppm (milyondaki orani) veya agirlik/m’ cinsinden (g/m’; mg/m?) verilebilir.

* Onerilen deger (OD):

Bu degerlerin disinda bazi iiretici firmalar ile ig¢i ve halk sagligma iligkin goniillii

veya resmi kuruluslar da cesitli dozlar 6nerebilirler. Bu tiir dozlara "6nerilen doz, OD"

denir. OD degerleri, daima 6neren kurulus ad1 ile birlikte belirtilmelidir.



2.2. BENZODIAZEPIN
2.2.1. Tarihgesi

1960’larin sonlarma kadar sikinti ve uykusuzluk i¢in barbitiiratlar kullaniliyordu.
Bu ilaglar bagimliliga sebep olmalari, birakildiginda ciddi kesilme belirtileri ortaya
cikarilmalart ve anksiyete bozukluklarinin tedavisinde etkinliklerinin smirli olmasi
nedeniyle yerlerini benzodiazepinlere kaptirmislardir. 1959°da klordiazepoksidin
bulunmasi ve benzer bir farmakolojik profile sahip bir¢ok ilacin gelismesiyle bu ilaglar
anksiyete bozukluklari, uykusuzluk, adale spazmi, alkol kesilmesi, epilepsi tedavisi i¢in
ve postoperatif tedavide yaygmm bir sekilde kullanilmaya baslanmislardir.
Klordiazaepoksid ve diazepam basta olmak lizere alprozalam, klorazepat, oksazepam,
flurazepam, klonazepam ve temazepam gibi bircok benzodiazepin sentezlendi ve
tedaviye sunuldu [1]. Halen diinyada 40 civarinda benzodiazepin tlirevi ilag
bulunmaktadir ve bugiine kadar 8 adet benzodiazepin tiirevi FDA’dan (Amerikan Besin
ve Ilag Dairesi) anksiyete tedavisinde kullanilabilir onayr almistir. Bu ilaglar sirasiyla
klordiazaepoksid, diazepam, oksazepam, klorazepat, lorazepam, prazepam, alprozalam
ve halazepamdir [2].

Benzodiazepinler benzen ve yedi koseli diazepin halkasindan olusurlar.
Benzodiazepinlerin bir kismmin diazepin halkasiin besinci pozisyonunda ikinci bir
benzen halkasi mevcuttur ve buradaki farklilik ilacin terapotik o6zelliklerini belirler.
1977°de santral sinir sisteminde (SSS) benzodiazepin reseptdrlerinin tarif edilmesinden
sonra benzodiazepinlerde 6nemli gelismeler olmustur. iki tip benzodiazepin reseptdrii
tarif edilmistir (BZ1, BZ2). BZ1 reseptorleri ozellikle uykuya aracilik eder. BZ2
reseptorleri kognisyon, bellek ve motor kontrolle iliskilidir [3, 4]. Sedatif ve hipnotik
etkileri basta olmak iizere bir¢ok farmakolojik etkilerine tolerans gelismesi ve
barbitiiratlara gore daha yavas gelisse de bagimlilik yapmalarn ve kotiiye kullanimlar
bu ilaglarin da kullanimimi sinirlamistir. Giiniimiizde benzodiazepinler de kontrollii

recetelesen ilaglar arasindadir.



2.2.2. Farmokinetik Ozellikleri
Etki siirelerine gore li¢ gruba ayrilir;

e Uzun Etkili Benzodiazepinler (Etki siiresi 1-3 giin); Diazepam, Flunitrazepam,
Flurazepam, Klonazepam, Klordiazepoksit

e Orta Etkili Benzodiazepinler (Etki stiresi 10-20 saat); Alprazolam, Bromazepam,
Temazepam

e Kisa Etkili Benzodiazepinler (Etki siiresi 2—8 saat); Midazolam, Triazolam

2.2.3. Farmakolojik Ozellikleri

Benzodiazepinlerin kisa etkili olanlari, uzun etkili olanlarina gore genellikle daha
yiikksek bagimlilik yapma potansiyeline sahiptirler (Cizelge2.1.). Biitiin bu ilaglarin
ofori yapic1 ve sedatif etkilerine karsi tolerans olustugu halde, diger santral etkilerine
kars1 olusmaz. Bu nedenle, alkol bagimliliginda oldugu gibi, kiside biling bulaniklig1 ve
diger mental bozukluklar mevcuttur. Bu durum, kiginin gorevini yapmasini, ¢evreye
uyumunu ve yiikiimliiliklerini yerine getirmesini engeller. Solunum merkezini deprese
edici etkiye kars1 da tolerans gelismez; bu ilaglar asirt dozda kullanildiklarinda veya
fazla miktarda alkolle birlikte alindiklarinda solunumu durdurarak ldiiriirler.

Benzodiazepinler, barbitiiratlara ve diger hipnosedatif ilaglara gore, giiniimiizde
daha sik kullanilan ilaglardir. Bunlarin gesitli iiyelerinin (diazepam, klordiazepoksid,
klonazepam, nitrazepam, flunitrazepam, flurazepam, lorazepam, oksazepam,
bromazepam vd.) bagimlilik olusturdugu saptanmistir. Bunlardan bagimlilik olusturma
yoniinden en fazla incelenen, ayni zamanda en fazla kullanilan benzodiazepin olan
diazepamdir. Deney hayvanlarinda ve insanlarda yapilan incelemeler, diazepamin
pozitif pekistiri yapma giiciiniin pentobarbital, sekobarbital, amobarbital, alkol ve
kokaininkinden daha diisilk oldugunu gostermistir. Bazi incelemelerde diazepamin
anksiyeteli deneklere plasebodan daha fazla zevk vermedigi ve ona tercih edilmedigi
bulunmustur. Ote yandan, flunitrazepam keyif artiric1 etkinligi yiiksek olan ve kétiiye
kullanilma potansiyeli fazla olan bir benzodiazepindir. Uzun siire giinde 60—120 mg
gibi yiiksek dozlarda diazepam kullananlarda belirgin bir fiziksel bagimlilik meydana

geldigi gorilmiistiir.



Benzodiazepinlerin terapdtik indeksleri genistir ve bes temel etkileri vardir; anti-
anksiyete, sedasyon, antikonviilzan etki, kas gevsemesi ve amnezi. Analjezik etkileri
yoktur. Karacigerde metebolize edilirler ve metabolitleri de aktiftir. Eliminasyon yari
omiirleri bireyler arasinda genis olgiide degiskenlik gosterir. Bunun nedeni kisilerin
biyotransformasyon kapasiteleri ve ilag dagilim hacimleri bakimindan fark
gostermeleridir. Degiskenlikte rol oynayan bir faktor de yastir. Yaglilarda yarilanma
omrii belirgin olarak daha uzundur. Benzodiazepinler giivenlik indeksi yiliksek olan
ilaclardir. SSS depresanlart ile birlikte alinirsa nispeten kolay bir sekilde intoksikasyon
ve koma olustururlar. Teratojenik etkisi nedeniyle gebeligin ilk trimesterinde
kullanilmamalidirlar [3, 5, 6].

Benzodiazepinler biiyiik oranda plazma albliminine baglanir. Bu nedenle plazma
alblimin diizeyinde, karaciger, bobrek hastaliklar1 veya beslenme bozukluguna bagh
azalma oldugunda, etkileri siddetlidir. IV uygulamadan sonra ilk asamada basta SSS
olmak iizere damardan zengin dokulara, ikinci agsamada bu dokulardan kas ve yag
dokusuna dagilir. Baslangictaki klinik etkileri limbik depresyonla gelisen gerginlik ve
anksiyetenin giderilmesi ile anterograf amnezidir. Orta derecede dolagim ve solunum
depresyonu yaparlar [7].

Ag1z yoluyla alman ilacin insan viicudunda gecirdigi evreler kisaca Sekil 2.1.’de
verilmistir.

Cizelge 2.1. Benzodiazepinlerin Farmakolojik Ozellikleri

Benzodiazepinler | Esdeger doz | Emilim hiz1 | Yarilanma 6mrii | Etki siiresi
Diazepam 5 mg hizl 2-4 giin uzun
Klorazepat 7.5 mg hizl 2-4 glin uzun
Klordiazepoksid 10 mg orta 2-4 glin uzun
Klonazepam I mg orta 2-3 giin uzun
Oksazepam 15 mg yavas 8-12 saat orta
Medazepam 10 mg yavas 2-3 giin orta
Alprazolam 0,5 mg orta 14 saat orta
Lorazepam I mg orta 10-20 saat orta
Triazolam 0,25 mg orta 2-5 saat kisa




Uygulama
Farmosetik Evre

L

ilacin Ayngmasi
Etki Maddesinin Coziilmesi

|

Farmokinetik Evre el S

I

Biyolojik Doniigiim

4 _ Hﬁﬁiﬂ
i

Birikim K:D "~ Dagiima (Yayiima)

{'dilgeymllj

Farmedinamik Evre D
Farmako_lniik Etki

Klinik Etki

Ayrilma

Sekil 2.1. Ag1z yoluyla Alinan Ilacin insan Viicudunda Gegirdigi Evreler [8]




2.2.4. Psisik ve Fiziksel Bagimhlik

Bagimlilik yapan maddeler belli bir siire kullanildiginda insanlarda ve deney
hayvanlarinda bagimlilik olustururlar. Olusan bagimlilik “psisik (psikolojik)” veya
“fiziksel” (fizyolojik) nitelikli olabilir. Kisiler ¢ok defa bagimlilik yapici maddeleri
kaygiyr giderici ve rahatlatic1 etkileri nedeniyle kétiiye kullanirlar. Ik temas veya
deneme genellikle kaygili ve gergin bir donemde kendini daha iyi hissetme c¢abasi ile
gerceklesir. Gergekten de bu maddelerin ilk alindiklarinda kendini iyi ve giiglii
hissettirici (6forizan) ve kaygiyr giderici (anksiyolitik) etkileri vardir. Bunun nedeni
alinan maddenin beynimizin 6diil sistemini uyarict etkisidir. Ancak bu maddeler kendi
ozelliklerine ve kisinin yatkinligma gore degisebilen kisa bir siiregte kiside maddeye
kars1 siddetli bir istek olusturmaya baglarlar. Psikolojik bagimlilik olarak da
tanimlayabilecegimiz bu silire¢te maddeyi alma istegi giderek maddeye karsi aserme
diizeyinde bir 6zleme (crawing) doniisiir. Ozlem o kadar siddetlidir ki maddeyi alma bir
zorunluluk haline gelmistir. Bu siiregte kisi madde alimini siirdiiriirken maddenin
baslangigtaki keyif verici etkilerine tolerans gelismeye baslar. Yani kullanici ayni
keyifli duygulari hissedebilmek i¢in daha fazla madde almak zorunda kalir. Geg siire¢
olarak da ifade edebilecegimiz bu donemde maddeye fiziksel (fizyolojik) bagimlilik
gelisir. Fiziksel bagimlilik basitce maddenin kronik kullanimi sirasinda beyinde ters
adaptasyon gelisimi olarak da ifade edilebilir. Fiziksel bagimlilik gelisiminin en iyi
gostergesi maddenin belli bir siire kullaniminin ardindan ani olarak kesilmesini izleyen
donemde ortaya ¢ikan “yoksunluk krizi” belirtileridir. Kisi bundan sonra “keyif almak
icin degil”, “kriz ge¢irmemek i¢in” madde alimini siirdiiriir. Yani geri doniisii oldukg¢a
giic bir kisir dongiliye girer[9, 10]. Bagimlilik olusum siireci Sekil 2.2°de ifade

edilmistir.
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* Erken donem
(Psikolojik siirec)

Bagimhihgin
baslamasi

* Geg¢ donem
(Fiziksel bagimhlik siireci)

Bagimhhgin siirdiirilmesi

Sekil 2.2.Bagimlilik Olusum Siireci

Madde bagimliligi ¢ok yonlii ve birgok faktor tarafindan etkilenen karmasik bir
beyin hastaligidir. Madde bagimliligini etkileyen faktorler Sekil 2.3’de goriilmektedir.
Sekilde de gorildigii gibi madde bagimlilig1 birgok faktoriin katilimi ile olusan veya
bir¢ok faktor tarafindan etkilenen karmasik bir olaydir. Bu durum sorunun ¢dziimiinii,
yani ilagla veya bagka bir yontemle etkili bir bicimde tedavi edilmesini de oldukca

giiclestirmektedir.
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Sekil 2.3. Madde Bagimliligini Etkileyen Faktorler [11]

Bagimhihga Yol Acan Etkenler:

1- Tlacin pekistiri yapmast:

a. Pozitif Pekistiri: ilac1 almakla kendisinde olusacak etkilere 6zlem duyma. Ornegin
keyif, 6fori. Madde arayis1 vardir. Beyinde ilacin etki gosterme hizi pozitif pekistiriyi
artirir.

b. Negatif Pekistiri: ilact alamama neticesinde olusabilecek istemedigi kotii etkilerden
kacinma. (keyif diisiisii, yoksunluk sendromlari vb.)

Yoksunluk Sendromu; SSS’de depresan maddenin kesilmesiyle ortaya ¢ikan
belirtilerdir.

2- Yatkinlik:

a. Kisilik yapisi

b. Genetik polimorfizm: Alkol suistimalinde etkili.

c¢. Aliskanliklar.

3- Cevresel Etkenler:
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a. Kiiltiirel Ortam: Batida alkol giinliik hayatin bir pargasi. Alkol ve sigara toplumca
onaylanan maddelerdir.

b. Maddeyi Bulma Olanagi: Sosyal ¢evreyle iliskilidir.

2.2.4.1. GABA ve GABAerjik Sistem

GABA ve GABAerjik sistemde olusan adaptasyonun oOzellikle alkol ve sedatif-
hipnotik ilaglara kars1 gelisen fiziksel bagimlilikta rolii olduguna isaret eden ¢aligmalar
yapilmistir. GABA santral sinir sisteminde en yaygin inhibitdr norotransmitterdir.
GABA-A reseptorii, benzodiazepin reseptorii ve kloriir iyonoforu ile birlikte alkol ve
benzodiazepinler gibi sedatif-hipnotiklerin etki mekanizmasida énemli bir role sahiptir
Bilindigi gibi GABA noéronal diizeyde hiicre i¢ine CI” girisini artirir ve elektrofizyolojik
diizeyde bir postsinaptik inhibisyon yapar. GABA’nin bu etkileri benzodiazepinler,
barbitiiratlar ve alkol tarafindan potansiyelize edilmektedir. GABA’nin etkilerini bu
sekilde potansiyelize eden maddelerin anksiyolitik etkilere sahip oldugu da
bilinmektedir. Deney hayvanlarinda GABA-A reseptdr antagonistleri ve benzodiazepin
ters (invers) agonistlerinin sedatif-hipnotiklerin antikonflikt etkilerini bloke ederken,
GABA-A reseptor agonistlerinin bu etkileri giiclendirmesi bunun en gii¢lii kanitlarindan
biridir.

Flumazenil gibi bazi1 benzodiazepin reseptor antagonistlerinin de doza bagiml bir
sekilde alkol yoksunluk sendromunun bazi semptomlarin1 olumsuz yonde etkiledigi
gosterilmistir [12]. Bu noktadan hareket ile alkol ve sedatif-hipnotiklerin anksiyolitik ve
sedatif etkilerinin bu maddelere gelisen bagimlilikta ddiillendirici ve pozitif pekistirici
rolii oldugu ileri siirilmiistiir. Amigdala, ventral 6n beyin, olfaktor tiiberkiil ve globus
pallidum gibi anatomik bolgelerde GABAerjik aktivitenin yukarida bahsedilen etki
diizenegi ile sedatif-hipnotiklerin ve alkoliin yaptig1 odiillendirmeye ve pozitif

pekistiriye dnemli bir katkis1 oldugu diistinilmektedir [13].
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2.2.5. Madde Bagimhhginin ilagla Tedavisi ve Kullanim Siiresi

Madde bagimlilig1 sosyal, ekonomik, genetik, psikolojik ve norolojik boyutlart olan
son derece karmasik bir olgudur. Madde bagimliligi diizelme (remisyon) ve niiks
(relaps) donemleri ile seyreden kronik bir beyin hastaligidir. Diger birgok kronik
hastalikta oldugu gibi madde bagimliliginin tedavisi de semptomatik niteliktedir.
Maddeyi kotiiye kullanan ve bagimli olan bir kisi asir1 doz kullanimina bagl toksik
etkiler, yoksunluk déneminde ortaya ¢ikan belirtiler, kronik madde kullanimma bagl
norolojik, psikolojik veya diger tibbi belirtiler ve bagimliligin kendisi i¢in tedaviye
ihtiyag tutabilir [14].

Madde bagimliligmin ilagla kesin tedavi edilebilir bir problem oldugunu iddia
etmek veya bu iddiay1 desteklemek sadece yeni bagimlilar olusumuna yardime1 olur ve
bilimsel olarak da gercegi yansitmaz. Henliz madde bagimliligini kokten tedavi eden
etkili bir ilaca sahip degiliz. Tedavinin, bagimli olduktan sonra, irade giicii veya ilaglar
yardimi ile tekrar kisilerin eski haline donebilecegi seklinde ifade edilmesi hatali ve
yeni bagimlilar olusmasini tesvik edicidir.

Benzodiazepinler tiirlinden ilac1 kesmek ¢ok zor gelebilir. Alinmasina sebep olan
korku ve uyku sorunlari olan asil nedenler yeniden boy gosterebilir. Bu ilact alistirarak
kesmek i¢in gerekli zaman kullanilan miktar ve slireye baghdir. Bu tiir ilaglar belirli
stiire viicutta kaldigr i¢in kestikten hemen sonra yoksunluk belirtileri mevcut olmayip
birkag¢ giin sonra ortaya ¢ikar. Bu tiir ilaglar yillarca kullanildiysa alistirarak kesmek
icin de hatta birkag ay gerekebilir.

Benzodiazepinlerde yoksunluk belirtileri sunlar olabilir:

* Uykusuzluk durumu fenalasir,

» Korku ve buna bagli panik ataklari, hizlanan kalp atisi, terleme, titreme, mide ve
bagirsak rahatsizligi,

* Bas agrisi,

« Kaslarda sanc1 ve kramp gibi sikayetler,

» Koordine sorunlari,

* Alinganlik,

* [s18a, sese ve dokunulmaya karsi asir1 hassasiyet.
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Uzun siireli benzodiazepin tedavisi sirasinda uygulana bilinecek bir yontem
Benzodiazepin tatilidir. Amag; biriken metabolitleri viicuttan temizlemektir. Uzun etkili
benzodiazepinler i¢in ilag birakma siiresi 1 haftadan uzun olmalidir. Orta ve kisa etkili
benzodiazepinlerde 2—7 giin aras1 ilag biraktirilir [15]. Ortaya c¢ikacak ¢ekilme
belirtilerini  tolere  edebilme konusunda hastalar cesaretlendirilmeli, amag
aciklanmalidir. Tlag kesilmeye karar verildiginde ortalama 2-4 haftaya yayilmalidir.
Kisa yart omiirlii benzodiazepinler kullaniliyorsa, uzun yari omiirlii es deger doz
benzodiazepin kullanimina gecilmeli ve her giin terapotik doz % 5—10 azaltilarak tedavi
diizenlenmelidir [16]. Gerekirse fenobarbital tiirevlerine gecip bu ilacin kademeli
azalimi ile tedavi siirdiirilmelidir. Epileptik yatkinligi olanlarda karbamezapin
eklenmesi ile ilag azaltis1 gerceklestirilmelidir.

Benzodiazepin ¢ekilme sonrasi sendromu (Postwithdrawel Syndrome) terimi ingiliz
Psikiyatrisinde kullanilan yoksunluk belirtilerinin aylar hatta yillar sonra devamina
verilen bir tanimdir. Benzodiazepin tedavisi tekrar baslasa bile devam edebilir ve klinik
olarak anksiyeteden ayrilamaz. Gerginlik, belirsiz bir korku, huzursuzluk, titreme,

carpintt ve gastrointestinal belirtiler 6n plandadir. Kognitif terapi yararli olabilir.

2.2.6. Benzodiazepinlerin Yan Etkileri (Bagimhhk, Yoksunluk, Tolerans)

Benzodiazepin bagimliligina oldukga sik rastlanmakla birlikte, bunun diger madde
bagimlilan disinda kimde gelisecegini saptamak miimkiin degildir. Bu ilaglar hem
receteyle hem de yasadist kaynaklardan temin edilebilirler. Regete edilmis
benzodiazepin kullanan kisiler nadiren bunlar1 kotiiye kullanirken bu ilaglan yasadisi
yollardan satin alanlarinda da bir kisminda bagimhilik ya da koétiye kullanim
gelismeyebilir.

Genel olarak bakildiginda benzodiazepinler uzun dénemde tii¢ grup hastada
kullanilmaktadir. Birinci ve en biiyiik grubu kronik, agir medikal hastalig1 olan hastalar
olusturur. Ikinci grup ise panik bozuklugu olan hastalardir. Bu grup hastalarda
benzodiazepin kotiiye kullaniminin herhangi bir delili yoktur ve siklikla doz azaltilarak
kesilir ve tedaviye yeni grup antidepresanlarla devam edilir. Ugiincii grup ise kronik
psikiyatrik bozuklugu olan ve akut strese karsi yenilenen dozlarda benzodiazepin

kullanan hastalardir. Bu grup hastalarda kisilik bozuklugu da varsa kronik kullanim ve
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bagimlilik gelisebilir. Bu nedenle benzodiazepinlerin alkol ve madde bagimlilar ile
borderline kisilik bozuklugu olan hastalarda kullanimindan kag¢inilmalidir.

Kisa siireli benzodiazepin kullaniminda genellikle tolerans, bagimlilik, c¢ekilme
etkileri gézlenmez. Ancak kisa etkililerde bu kural her zaman gecerli degildir. Kisa
siireli etkin ilaglar kullanirken dozajinin etkisi bitmesiyle bazen yoksunluk etkileri
ortaya ¢ikabilir. Bu belirtileri haksiz yere asil hastaliginizin belirtileri veya yan etkisi
olarak goriilebilir. Ilac1 kullandiginiz siire ilerledik¢e etkisi de azalir (buna toleranshik
denir). Yani ayn1 etkiyi hissedebilmeniz i¢in gittik¢e fazla sayida hap yutmaniz gerekir.
Sedatif, hipnotik ve anksiyolitik etkilerine karsi kismen tolerans geligebilir ve kademeli
doz artis1 gerekli olabilir. Daha az bir grup hastada ise sedasyon etkisine tolerans
gelisirken anksiyolitik etki aynen devam eder ve uzun siire ila¢ kullanilabilir.

Yoksunluk belirtileri hastanin ilaci ne kadar siire aldigina, ilag dozuna, yar1 émriine
ve ne dozda azaltildigina baghdir. Kronik benzodiazepin kullanimi sonucu doza bagh
olmaksizin da % 50 hastada hafif yoksunluk belirtileri gozlenir [17]. Orta derecede
yoksunluk belirtileri; uykusuzluk, bas donmesi, bas agrisi, anoreksi, kulak ¢inlamasi,
gorme bulanikligr ve titremedir. Bunlarin bir kismi anksiyete belirtileri ile karisir. Bu
belirtiler ilacin beraberinde alkollii icki alindiginda veya bazi baska ilaglarla birlikte
kullanilirsa siddetlenir. Agir yoksunluk belirtileri ise hipotansiyon, hipertermi,
noromuskuler irritabilite, psikoz ve epileptik nobetlerdir. Kisa yar1 Omiirli
benzodiazepinlerde bu belirtiler daha siddetli olarak g6zlenir.

Uzun siire dozu arttirmadan ilag¢ kullanan hastalarda ise aylar hatta yillar boyu ilag
kullanimi siirdiiriilebilir. Buna ragmen her 6-12 ayda bir hastanin durumu kontrol
edilmeli ve ilact birakmaya hazir olup olmadig arastirilmalidir. Psikosomatik dengesini
kararl1 bir doz uygulamasiyla siirdiiren hastalara potansiyel bir ila¢g bagimlis1 goziiyle
bakilmamalidir.

Benzodiazepin doz asiminda solunum depresyonu, koma, ndbet ve hatta Gliim
gozlenebilir [18]. Benzodiazepin reseptor antagonisti olan flumazenil kullanimi ile
benzodiazepin doz asimi artik daha rahat tedavi edilebilmektedir. Flumazenil intravenz
olarak 0,2 mg olarak uygulanir ve hastanin biling durumuna gore toplam 3 mg’a kadar

doz arttirilabilir.

16



2.2.7. Deneyde Kullanilan Metabolitler
2.2.7.1. Midazolam (Dormicum)

Midazolam 1,4 benzodiazepin tiirevidir. Kimyasal formiilii 8-kloro-6-(2-flurofenil)-
1-metil-4-H-imidazo-(1,5-a) (1,4)- benzodiazepin hidroklorittir [19]. Midazolamin
molekiil yapist Sekil 2.4.’de verilmistir.

SSS depresyonu yapan, imidazol grubu igeren kisa etki siireli bir benzodiazepindir.
Fryer ve Walser tarafindan 1976 yilinda sentezlenmistir [20]. Bu gruptaki diger
ilaglardan farkli olarak imidazol halkas1 igermesi suda erime 6zelligi verir. Bu nedenle
enjeksiyonu agr ve irritasyona yol agmaz. Midazolam karacigerde 3 major metabolitine
yikilir. Midazolamin major metabolitleri farmakolojik olarak aktif degildir.
Metabolitlerinin aktif olmamasi ve yar1 dmriiniin kisa olmasmdan dolay1 rebound etkisi
yoktur. Kan-beyin bariyerini hizli geger. Eliminasyonunun hizli olusuyla diger
benzodiazepinlerden ayrilir [7, 21]. Kisa siireli cerrahi veya teshis amagl islemler icin
tek basina veya bir narkotik ajan ile beraber kullanilir. IV, IM, IP, rektal veya nazal
yolla uygulanabilir. En sik uygulama yolu IV yoldur [22]. Midazolam kuvvetli bir
sedatif oldugu i¢in yavas yavas verilmelidir. 2 dk. veya daha uzun uygulama siiresi
daha uygundur. Asla tek bir biiyiik vurus dozu verilmemelidir. Hizli ve asir1 IV dozlar
solunum depresyonu ve durmasi ile sonucglanabilir. Eger derhal saptanip miidahale
edilmezse 6liim veya hipoksik ensefalopati ile sonuglanabilir [22]. Baslangi¢ IV dozu
0,5-1,0 mg gibi cok kiigiikk bir doz olabilir ama saglikli yetiskinde 2,5 mg' i
asmamalidir. Istenen etkiye ulagmak icin titrasyon yapilmasi daha uygundur. Yeterli
dozun en oOnemli gostergesi anlasilmaz bulanik konusmalardir [21, 22]. IV
enjeksiyondan sonra genellikle 3-5 dk. i¢inde sedasyon elde edilebilir. Etki siiresi IV
enjeksiyondan sonra 1-6 saat devam edebilir ve bu siire igerisinde hastalar motor ve
biligsel yetenekler gerektiren (araba kullanmak gibi) isler yapmamalidir. Yarilanma
omrii 1,2 saatten 2,3 saate kadar degisebilir [21, 22]. Midazolam benzodiazepinlere asirt
duyarlilig1 olanlar veya akut dar agili glokomda kullanilmamalidir. IV uygulamadan
sonra goriilecek yan etkiler higkirik, bulanti, kusma, asir1 sedasyon, basagrisi, oksiiriik
ve enjeksiyon yerinde agridir [22].

Midazolam plazma proteinlerine %94-96 oraninda baglanir. Karacigerde

mikrozomel oksidasyonla metabolize edilir. Cok az kismi degisime ugramadan idrarla
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atilir. Midazolamin temel metaboliti alfa hidroksi midazolam, diger iki kiiglik
metaboliti 4-hidroksi midazolam ve alfa-4-dehidroksi midazolamdir. Midazolam primer
olarak karacigerde metabolize edilir. Bu nedenle karaciger sirozlu hastalarda
sedasyonun siiresi uzadigi i¢in dikkatli kullanilmalidir [19].

Midazolam suda ¢6ziinmesine karsin, pH'a bagimli ¢oziiniirliige sahiptir. Parenteral
solisyonun pH'1' 3,5 olarak saptanmistir. Asit soliisyonlarda (pH<4) suda
¢oziinebilirligini korurken, fizyolojik pH'da tasidig1 halka kapanarak yagda ¢oziinebilir
bir ilag¢ haline gelmektedir. Parenteral injeksiyonu lokal tahrise neden olmaz [23].

Kullanimda olan midazolam preparatlari (Dormicum) 1 mg veya 5 mg midazolam,
%0,8 NaCl, %0,1 disodyum asetat ve %51 benzil alkol icerir [24].

Viicuda verilen midazolamm 9%40-50'si karaciger tarafindan metabolize edilir.
Midazolam viicuttan hizla hidroksi metabolizmas1 ve bunu takiben glukuronidasyon ile
elimine olur. %60-80'1 idrarda glukuronit olarak goziikiir. Yapilan ¢aligmalar

midazolamin bobrek fonksiyonlari tizerine toksik etkisi olmadigmi gostermektedir [25].

Sekil 2.4. Midazolamin molekiil yapisi.

2.2.7.2. Diazepam (Diazem) (Lizan) (Nervium)

Diazepam 1,4 benzodiazepin tiirevidir. Kimyasal formiilii 5—fenil-7-kloro-1-metil-
1,3-dihidro-2-H-(1,4)- benzodiazepin-2-on[19]. Diazepamin molekiil yapis1 Sekil
2.5.’de verilmistir.

1959°da sentez edildi. Etki baslangici hizhidir ve etki siiresi 2—4 saattir. Renksiz
kristal bazdir, suda ¢6ziinmez. Lipid ve organik coziiciilerle erir. Plazma proteinine
%98 baglanir. Karacigerde metabolize olur. Yarilanma siiresi yaklasik otuz saattir.

Aktif metabolitlerinin yarilanma siireleri ise, 36-90 saat arasindadir. Dolayisiyla,
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sedasyon amaciyla tekrarli uygulanimi ya da inflizyonu uygun degildir. Oral, rektal ve
parenteral preparatlar1 vardir. Midazolam gibi diazepam da diagnostik ve kisa siireli
cerrahi iglemler i¢in tek bagina veya bir narkotikle beraber bilingli sedasyon saglamak
icin kullanilmaktadir. IV, IM veya IP yoldan uygulanabilir. IM yol olduke¢a agrilidir [7,
22]. Saglikli yetiskinde IV dozu 2-20 mg arasindadir ama 10 mg veya daha azi
yeterlidir. Istenen etki elde edilinceye kadar her 2 dk. da bir 1-2 mg.lik dozlar
uygulanabilir [22]. Siras1 ile sersemlik, amnezi, nihayet biling kayb1 yapar [7]. Bazen
gorme bozuklugu, bas agrisi, bellek bozuklugu ve agresif davranig sekli olusturabilir.
Fizyolojik bagimlilik, yoksunluk sendromu yapar. Midazolamda oldugu gibi bulanik
konusma yeterli dozun gdstergesidir. Yaslilarda daha diisiik dozlar uygulanmalidir. IV
enjeksiyondan sonra sedasyon 3-5 dk i¢inde baslar [22]. Diazepam dokulara oldukga
irritendir bu nedenle genis venlerden uygulanmasi daha uygun olur. Cokelme olacagi
icin baska ilaclarla kanstirilmamali ve dilie edilmemelidir. Yan etkileri vendz
trombozis, flebit, apne ve hipotansiyondur [22]. Diazepam birgok islemden Once oral
premedikasyonda kullanilabilir. Anksiyolitik olarak ¢ok etkilidir. 50 yasindan fazla
hastalar i¢in premedikasyondam 5 mg ve daha az oral diazepam yeterlidir [7, 22].
Biyotransformasyonla diazepamin aktif {i¢ metaboliti olusur. Bunlardan en 6nemlisi
N-demetildiazepamdir. Diazepama benzer bir farmakodinamik profile sahiptir, fakat
daha uzun bir yar1 6mrii vardir. Hidroksilasyonla yine aktif metaboliti olan oksazepama
dontisiir. Fakat aktif bu metabolit, gliikuronik asit ile konjiige edildigi ve idrarla atildig:
i¢in nispeten kisa dmre sahiptir. Ugiincii aktif metaboliti, temazepam olup, diazepamin

hidroksillenmis triiniidiir.

Sekil 2.5. Diazepamin molekiil yapisi.
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2.3. iz Elementler

Dogada 92 element ve bunlarin insan saglig: iizerinde pek ¢ok etkiye sahip olan
yiizlerce izotopu bulunmaktadir. Viicudumuzda biyolojik fonksiyonlarda gorev alan bu
elementleri makro ve iz elementler seklinde iki grup altinda toplamak miimkiindiir.
Eger bir elementin viicut i¢indeki miktar1 100 mg/kg’ dan fazla ise makro, az ise iz
element olarak kabul edilmektedir. Kalsiyum (Ca), fosfor (P), potasyum (K), sodyum
(Na), magnezyum (Mg), klor (Cl) gibi elementler viicudumuz i¢in makro, demir (Fe),
¢inko (Zn), bakir (Cu), iyot (I), mangan (Mn), selenyum (Se), krom (Cr), kobalt (Co),
aliminyum (Al), vanadyum (V), molibden (Mo), kalay (Sn), arsenik (As), civa (Hg),
nikel (Ni), kadmiyum (Cd), kursun (Pb), antimon (Sb), talyum (TI), siilfir (S),
rubidyum (Rb), niyobyum (Nb), indiyum (In) ve baryum (Ba) gibi elementler ise iz
elementlerdir. Biitiin bunlarin 151¢mnda iz elementler canli dokularda ¢ok az miktarlarda
fakat mutlaka bulunmasi gereken elementler seklinde tanimlanabilir [26].

Biyolojik etkinliklere katilma derecelerine gore, agir metaller yasamsal ve yasamsal
olmayan metaller olarak smiflandirilirlar. Yasamsal olarak tanimlananlarin; organizma
yapisinda belirli bir derisimde bulunmasi gereklidir. Ayrica bu metaller biyolojik
tepkimelere katildiklarindan dolay: diizenli olarak besinler yoluyla alinmalidir. Ornegin
bakir hayvanlarda ve insanlarda kirmizi kan hiicrelerinin ve birgok yiikseltgenme ve
indirgenme tepkimesinin vazgecilmez parcasidir. Buna karsin, yasamsal olmayan agir
metaller ¢ok diisiik derisimler de dahi psikolojik yapiy1 etkileyerek saglik problemlerine
yol agabilmektedirler (Sekil 2.6). Bu gruba en iyi 6rnek kiikiirtlii enzimlere baglanan
civadir. Bir agir metalin yasamsal olup olmadigi dikkate alinan organizmaya da
baghdir. Omegin nikel bitkiler de toksik etki gdsterirken, hayvanlarda iz diizeyde
bulunmasi gereken bir elementtir.

Viicudumuzun dogal dengesi yasamamizin ve beslenmemizin tim alanlarinda
onemlidir. Sayet bu denge Ozellikle iz elementlerden kaynaklaniyorsa daha da can
alicidir. Insan saghgmm dengeli bir sekilde devam ettirilmesinde hiicre sivisi, viicut
dokular1 ve organlar i¢inde bulunan otuza yakin iz elementin énemli bir rol oynadig1
bilinmektedir. Insan viicuduna iz elementlerin alinimi baslica besin ve hava yoluyla
olmaktadir. Ornegin bir¢ok toksik iz element (Cd, Hg ve Pb gibi) kirlenmis sehir

havasindan, termik santrallerden, belirli endiistri kuruluslarindan kaynaklanan Kkirli
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havanm solunmasi yoluyla viicuda alinirken, diger bir¢ok iz element ise beslenme

yoluyla viicuda alinmaktadir [26].

Pozitif Etki

Yasamsal Element

/ | | K\E):?J'.I?I]Ti

Yasamsal ™.
- A ™
Olmayan Eement

Negatif Etki

Sekil 2.6. Agir Metal Etkilerinin Derisimle Degisimi

Bir element yetersiz alindiginda herhangi bir olumsuzluga sebep oluyorsa o
elementin viicut i¢in gerekli olduguna inanilir. Gerekli iz elementlerin gilinliik 15-80 pg
arasinda mutlaka alimmalar1 gerekmektedir. Gerekli iz elementlerin giinlik alinmalari
gereken miktarmn altinda, toksik iz elementlerin ise ilizerinde alinmalari durumunda
cesitli olumsuzluklar gériilmektedir. Omegin krom (Cr) ve vanadyumun (V) yetersiz
alinmasi durumunda seker hastaliginin ortaya ¢iktig1 rapor edilmistir [27, 28]. Bir takim
genetik bozukluklarda iz element alimini olumsuz yonde etkileyebilmektedir. Buna
ornek olarak Menke ve Wilson hastaliklar1 verilebilir. Menke hastalig1 bagirsak
mukozasi ve bdobreklerin epiteloid hiicrelerinde bakir birikimine sebep olan X
kromozomuna bagli bir hastaliktir. Bu birikim bakirin diger dokular tarafindan
emilimine engel olarak, bireyi 6lime dahi gotiirebilmektedir. Wilson hastalig1 ise
karaciger ve beyinde yine yiiksek miktarda bakir toplanmasiyla ilgili kalitsal bir
hastaliktir [29].

Iz elementler viicutta denge halinde bulunduklar1 zaman bircok yasamsal olayda
gorev almaktadirlar. Bunlara 6rnek olarak antioksidant olarak gorev yapmalari, cesitli
enzimlerin kofaktorii olmalari, membranlar i¢in dengeleyici gorev yapmalari,

hormonlarin fonksiyonlarina yardime1 olmalari (6rnegin tiroit hormonundaki iyot gibi),
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asimilasyon islemine katilmalari, metalloenzim ve metalloproteinlerin yapisal bileseni
olmalari, insan saglig1 icin toksik olan minerallere kars1 koruyucu gorev yapmalari,
cesitli maddelerin dolasim sisteminde tasinmasina yardimci olmalari, yaralarin tamiri
ve azaltilmasi islemine katilmalari ile c¢alisma ve Ogrenme kabiliyetlerini
hizlandirmalar1 verilebilir. Ayrica viicudumuzda her giin kiigiik elektriksel uyarilarin
iretilmesinde ve ilgili dokulara iletilmesinde bu iyonik ve iz elementler rol
oynamaktadir. Bu uyarilar olmadan kalbimizdeki tek bir kas bile gorevini yerine
getiremedigi gibi, beyin fonksiyonlarin1 gerceklestirememekte, hiicreler su basincini
dengelemek i¢in osmozu basaramamakta ve besinleri alamamaktadir [28, 30].

Farkli canlilarda iz elementlerin konsantrasyon 6l¢iimiinde kan, plazma ve idrar gibi
viicut sivilart ile kil ve sag gibi yapilar kullanilabilmektedir [31, 32]. iz elementler ve
bunlarin viicuttaki fonksiyonlar1 konusunda bilgilerimiz hala smirlidir fakat bu
konudaki calismalar giin gectikce artmaktadir. Gelecekte dokularda depolanan iz
elementlerin insan saglig1 iizerindeki rolleri hakkinda daha fazla bilgi elde edilecegi ve
bunlarin hastaliklarin  teshisinde biyolojik belirleyiciler gibi kullanilabilecegi
diisiiniilmektedir [33, 34].

Bir 6megin igerdigi iz bilesenin saptanmasinda; Olciimlerdeki bagil yanilginin
biiyiik olmas1 yaninda analitin 6mek i¢inde homojen dagilmamasi nedeniyle 6rnek alma
ve hazirlama asamalar1 da biiyiik énem tasimaktadir. iz analizlerde dogru, duyar ve
tekrarlanabilir sonucglara ulasilabilmesi; yalnizca Ol¢lim ydnteminin amaca uygun
olmasiyla bagarilamaz. Uygulanan 0mek hazirlama yonteminin hem Ornegin
kirlenmesine ve analit kaybma izin vermemesi, hem de analitin %100 oraninda

Olgtilebilir forma donistiiriilmesini saglamas: gerekmektedir.

2.3.1. Aliiminyum

Insanlar i¢in Al temel besin maddelerinden degildir. Fosfat tuzlar halinde kompleks
olarak su ve gidalardan almir. Gida ile disar1 atilir. Uzun siire fazla miktarda
aliiminyum hidroksitin alinmas1 viicuttan fosfatlarin kaybina neden olur.

Aliminyum tuzlar1 sularin renginin ve bulanikliginin giderilmesinde sik sik
kullanilmaktadir. Aliminyum fosfat seklinde kullanilan bilesiklerin sindirim sistemi

tarafindan emildigi bilinmektedir [35].
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Dokularda bulunan kalsiyum ve potasyum gibi mineraller ile aliiminyum arasinda
bir koreldsyonun bulundugu ve beyin dokusunda aliiminyumun artmast ile bu
minerallerin azaldigi goriilmistiir [36]. Farkli norolojik dokularda bulunan kalsiyumun
dagilimi ile aliiminyum/manganez arasinda da bir korelasyonun bulundugu bu
korelasyonun bozulmasi ile sinir sisteminin etkilenerek Parkinson hastaligina yol acgtig
belirlenmistir [35].

2.3.2. Antimon

Kimyasal 6zellikleri, farmakolojik ve toksikolojik etkileri arsenik metaline benzer.
Fizyolojik yasam i¢in gerekil bir element olmadigindan normal kosullarda organizmada
bulunmaz [37].

Antimon, ¢evrede dogal olarak bulunur. Bir¢ok endistride kullanilmaktadir.
Ozellikle antimon ile calisan kisiler antimon tozu soluyarak etkilerinden sikinti
cekmektedirler. Insanlar antimona nefes alarak, su icerek ve antimon igeren gidalar
titkketerek maruz kalabilirler. Ayrica toprakla, suyla ve antimonlu bilesiklerle deri temasi
ile de maruz kalinabilir. Eger antimona maruz kalma devam ederse ciddi saglik
sorunlari olusabilir. Ornegin akciger hastaliklari, kalp sorunlari, ishal, ciddi kusma ve
mide ilseri, karaciger ve bobrek yetmezligi goriilebilir.

2.3.3. Arsenik

Arsenik bilesiklerinin toksik etkisi, bilesigin kimyasal ve fiziksel sekline, viicuda
girig yerine, alinan miktara ve alinma siiresine, gida icindeki reaksiyonu etkileyen
elementlerin varligina, yas ve cinsiyetine baghdir. Inorganik arsenik organik arsenikten
daha toksiktir. Eger suda 0,05 mg/L arsenik bulunursa, arsenik elementlerinin kimyasal
yapisi ve saptanmasi Onerilmektedir [38, 39].

2.3.4. Bakir

Insan metabolizmasinda bakir esas elementlerden birisidir. Yetiskinlerin giinde 2,0
mg bakira ihtiya¢ duydugu tahmin edilmektedir. insan kaninda ise litrede 0,8 mg Cu®**
iyonu vardir. Eritrosit olusumunda doku demirimin serbest birakilmasinda, kemik,
merkezi sinir sistemi ve bag doku gelismesinde 6nemli rol oynar. Fazla miktarda
alinmas1 halinde mukoza iltihaplanmasi, damar hastaliklari, karaciger ve bobrek

hastaliklar1 ve depresyonla seyreden merkezi sinir sistemi itritasyonu goriilebilir.
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Bakar, ¢inko, demir ve molibden gibi metallerin kombinasyonu seklinde maruziyeti
durumunda, bu metallerin karsilikli etkilesimlerinin bir sonucu olarak bdbrek
dokusunda demir diizeyinin olumsuz yonde etkilendigi ve ayni zamanda karaciger
dokusundaki bakir ile de bir iligkisinin oldugu goriilmiistiir [40, 41]. Yiiksek oranlarda
bakir birikmesi halinde, karaciger dokusunda molibden oraninin distiigii agiklanmistir
[42]. Bakir ile molibdenin birlikte kullanilmasiyla yumurtaliklardan steroid salanimu ile
liiteinize edici hormonlarin serbest kalma oraninda azalma olacag: bildirilmistir. Ayni
calismada bakir-¢inko metallerine birlikte maruz kalinmasi halinde molibden diizeyinin
daha da diismesine neden olabilecegi bildirilmistir [40].

Bakir elementi viicudumuzu giinesin zarar verici moroétesi 1smlarindan korur. Ciinkii
rengini koyulasgtirarak deriyi mor Otesi 1sinlardan koruyan melanin pigmentinin
olusmasini saglayan enzimin bir parcasini da bakir elementi olusturur [43].

Bakir ¢ok yaygin kullanilan bir metal olmakla birlikte aliman bakir viicuttan
atilmadiginda Wilson hastaligina neden olmaktadir. Bakirin neden oldugu bu hastalik,
bir¢ok organda ve dokuda 6zellikle de karacigerde, beyinde ve gozde toksik seviyelerde
bakir depolanmasi ile karakterize edilir. Bakirin karacigerde birikimi hizla artarak,
toksik karaciger hasarina yol agar. Bu hasar bakirin serbest radikal olusumunu arttirici
etkisiyle hiicresel proteinlerin siilfidril gruplarina baglanmasiyla ve hepatik
metalloenzimlerden diger metalleri ayirmasiyla olusur. Genelde bes yasina gelen bir
hastada, seruloplazmine bagli olmayan bakir dolasima yayilarak hemolize ugrar ve
beyin, kornea bobrekler, kemik eklemler, paratiroidler gibi bolgelerde patolojik
degisimlere neden olur. Bu sirada bakirin idrarla atilimi belirgin sekilde artmistir.
Wilson hastalig1 karacigerdeki hafif veya siddetli degisikliklerle kendini gosterir. Bu
degisiklikler sirasiyla: hafif ya da orta siddette izlenen yagh degisim, akut hepatit,

kronik hepatit ve siroz.

Serum bakir diizeyinin normalden yiliksek olmasi hiperkupremi olarak tanimlanir.

Serum bakir diizeyinin normalden diisiik olmasi1 hipokupremi olarak tanimlanir.

Bakir, sitokrom a, katalaz, tirozinaz, monoaminooksidaz, askorbik asit oksidaz,
iirikaz, siiper oksit dismutaz, lizil oksidaz, dopamin hidroksilaz, seruloplazmin gibi

cesitli enzimlerin yapisina katilir veya bu enzimlerin aktiviteleri i¢in gereklidir.

24



2.3.5. Baryum

Baryum insan beslenmesi icin gerekli olan esas maddelerden degildir. Baryum
stilfat gibi baryumun suda erimeyen sekilleri ¢cok giigliikle absorbe olur ve ¢ok az
toksitesi vardir. Suda eriyebilen baryum tuzlari kolay emilirler ve bu sekilde % 50 den
fazla miktar1 viicuda girer. Normal olarak gidalarla ¢ok az miktarda baryum absorbe
olur. Emilen baryumun biiyiik miktar1 kemiklerde toplanmakta ise de bobrek, karaciger
ve kalpte de saptanmistir. Baryumun viicut icinde izledigi yol kalsiyumda oldugu
gibidir. Ancak kalsiyumdan daha siiratle atilir. Alinan baryumun yaklasik 1/4 i 24 saat
icinde atilir. Eger suda eriyebilen tuzlar fazla miktarda alinirsa akut toksik etki yapar.
Az miktarda alinmasi, nefes alip vermede zorluga, kan basincmin artmasima, kalp ritmi
degisikliklerine, mide tahrisine, kas gii¢slizliigline, sinir reflekslerinde degisikliklere,
beyinde ve karacigerde siskinlige, bobrek ve kalp rahatsizliklarina neden
olabilmektedir.
2.3.6. Civa

Civa oda sicakhiginda sivi olan bir metaldir. Inorganik ve organometalik formlar:
bulunmaktadir. Biitiin bilesikleri zehirli olup, canlilar ic¢in tehlikelidir. Civa
bilesiklerinin pek ¢ogu dogal kaynaklidir. Civa bilesiklerinin tamami zehirli olmakla
beraber, 6zellikle metal civa ve alkil bilesikleri daha ¢ok zehirlidir. Metalik civa ve civa
buharlarinin solunumuyla meydana gelen zehirlenmeler daha seyrek olmakla beraber,
cogu kez Olimle sonuglanan ciddi olaylara yol agmasi bakimindan 6nem tasir. Bu
bilesikler viicutta daha uzun siire kalarak karaciger ve bobrekte birikerek ozellikle
bobrekler diizeyinde tubuler nekrozislere neden oldugu bildirilmistir [44, 45]. Civanin
bu organlardan baska beyinde de biriktigi ve sinir sistemini 6zellikle motor fonksiyon
sistemlerini etkiledigi ve sinirsel sendromlarin meydana geldigi bilinmemektedir [46].
Diinya Saglik Orgiitii tarafindan sehir alanlarmda 0,1-5 ng/m’, endiistriyel alanlarda
0,5-20 ng/m’ ve kent alam1 dismda 0,001—6 ng/m’ olmas1 gerektigi belirtilmektedir.
[47]. Civa plasentadan gecer, ¢ok kiiclik miktarda civayla kronik olarak karsilasan
gebelerde fetiis olumsuz etkilenebilir.
2.3.7. Cinko

Cinko gerek insan ve gerekse hayvanlar i¢cin gerekli esansiyel elementlerdendir.

Cinkonun viicutta ¢ok c¢esitli fonksiyonlar1 vardir. Bazi enzim cesitleri ve enzimatik
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etkinliklerle, protein sentezi ve karbonhidrat metabolizmasi i¢in canli yapida bulunmasi
gerekli olan bir elementtir. Cevrede, havada su sistemlerinde ve biitiin canlilarda ¢inko
varligina rastlanir [46]. Et ve siit irilinleri ¢inko yoniinden zengindir. Baklagiller ve
balik zengin ¢inko kaynagidir.

Normal bir insan gidalarla ortalama giinde 12 mg cinko almaktadir. igme suyuyla
alman miktar 400 mikro grami gegmez. Hava ise insanlar i¢in diisiik gida kaynagidir.
Biyokimyasal yonden ¢inkonun &nemi bazi enzimlerin aktivasyonu i¢in, vazgegilmez
bir madde olusundan kaynaklanmaktadir. Cinko karbonik anhidraz, alkol ve laktat
dehidrogenaz enzimlerinin 6nemli yap1 taslarindan birini olusturur [38, 48, 49, 50].

Viicut gelisimi i¢in son derece 6nem tasiyan bir eser element olan ¢inko, dzellikle
cenin asamasindaki gelisimde ve kii¢lik ¢ocuklar beslenmesinde oynadigi rol ile géze
carpar. Cilnkii bu element hiicredeki genetik madde olan DNA'nin olusumu igin
gereklidir. Bu nedenle de cenindeki ¢inko eksikligi biiylime gecikmesine, viicutta bozuk
olusumlara ve kromozomlarda anormalliklere yol acar. Dogumdan sonraki ¢inko
eksikligi ise ciicelige, cinsel gelismede gecikmeye, sa¢ dokiilmesine ve deri
problemlerine neden olur [43].

Gerek insan ve gerekse hayvanlarda ¢inkonun absorbsiyonu, protein, vitamin ve
metallerin alinmasi gibi bir¢ok faktdrlerden etkilenmektedir. Alinan ¢inkonun fazlasi
vicuttan atilir, dokularda birikim olmaz.

Cinko bagisiklik sistemi icin esansiyel iz elementtir. Fakat ayn1 zamanda diger
organ sistemleri i¢cin de ¢ok oOnemlidir. Yaralarn iyilesmesi, gdérme duyusunun
giiclenmesi, kanin stabilizasyonu, viicuttaki alkali dengesinin muhafazasi, soguk
alginligr ve gripten korunmak i¢in gerekli bir mineraldir. Diyabet hastaligi, bobrek
hastalar1 ¢inko eksikligi tehlikesiyle karst karsiyadirlar. Cinko eksikligi viicudu
enfeksiyon hastaliklarina kars1 savunmasiz birakair.

2.3.8. Demir

Demir insan organizmasinda Ozellikle alyuvarlarin  yapisinda bulunan,
hemoglobinin fonksiyonel bir pargast olmasi yoniinden Onemlidir. Demirin
biyokimyasal reaksiyonlar yoniinden ozellikle solunum sistemi yoniinden biiyiik
gorevleri vardir. Hayvansal organizma biiyiikk kismiyla alyuvarlarda yer alan demir

icerigini tekrar tekrar kullanma yetenegindedir. Bu nedenle glinlik demir gereksinimi
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olduk¢a ufaktir. Bu c¢ocuklar i¢in 10-15 mg arasinda degisir, biiyiiklerin demir
gereksinimi de kadin, erkek, gen¢ veya yashi olusuna gore farklilik gosterir. Geng
kadinlarda ve emziren annelerde 18 mg kadardir. Viicuttan diski, idrar ve terle atilan
demir miktar1 ise sadece 1 mg civarindadir. Fazlas1 karaciger, kemik iligi ve dalak ta
toplanir. Demirin biiyiilk miktarmin sindirilmesi sonucu haemochromatosis olarak
bilinen (normal diizenleyici mekanizmasinin etkisiz islemi) demir birikiminden dolay1
dokuya zararli durum ortaya ¢ikar [39, 48, 49].

Demirin gereginden yiiksek olmasi da sagliga zararlidir. Anormal 6lgiide yliksek
diizeylerdeki demir, karacigerde siroza, pankreasta fibrosise yol agabilmekte, seker
hastaligma ve kalp rahatsizliklarina neden olabilmektedir [43].

Bir hemoglobin molekiiliiniin olugabilmesi i¢in bakir iceren bir enzim gerekir. Bu
nedenle viicuttaki hemoglobinin derigimi yalnizca demir diizeyine degil, ayn1 zamanda
bakir derisimine de bagimlidir. Bakir derigimi yiiksek oldugunda demir fazla miktarda
harcanir. Ayrica molibdenin fazla miktarda viicuda alinmasi bakir emilimini azaltir ve
hemoglobin olusumunu yavaglatir [43].

2.3.9. Fosfat

Biyolojik olarak fosfor metabolizmasi kalsiyum metabolizmasi ile birlikte gézden
gecirilir. Fosfor canli organizma igin vazgecilemez bir elementtir. Organizmada
kalsiyumla beraber baglica kemiklerde bulunur. Dogal sularda organik ve inorganik
sekillerde bulunur. Bitki ve hayvan gelisiminde gerekli bir elementtir. Birgok mineralin
yapisinda bulunmasma ragmen, alkali topraklardaki ¢Oziiniirligliniin az olmasi
nedeniyle sudaki miktar1 smirlandirilmistir. Suya kaya ve topraklardan gegebildigi gibi,
yapay giibrelerden ve endiistriyel atiklardan da gegebilir. Fosfatin varligi su
depolarindaki alglerin ¢ogalmasini kolaylastirir. Bu da igme sularinda koku ve tat
problemi yaratir. Yiizeysel sulardaki fazlaligi da azota bagl olarak yine alglerin
cogalmasina ve o yiizeysel sudaki canli hayati etkilemesine neden olur.

2.3.10. Giimiis

Giimiis, gozler ve derinin gri-mavi renk aldig1 argyria hastaligma neden olur.
0,4-1,0 mg/ L araligindaki konsantrasyonlar bobrekler, karaciger ve dalakta patolojik
degismelere neden olur. Bunun insanlarda saptanmasi ¢ok giictiir. Ancak tirnaklarin

renk degistirmesi bir 6l¢ii olabilir.
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2.3.11. Kadmiyum

Kadmiyum ve ¢inko yerkiirede bir arada ve benzer yapilarda bulunurlar. Bu iki
metal insan viicudunda da benzer yapisal ve islevsel Ozellikler gostermektedirler.
Kadmiyum 6nemli enzim ve organ fonksiyonlarinda ¢inkonun yerini alabilmektedir ve
bu fonksiyonlarin gerekli sekilde gerceklesmesini engellemektedir. Zn ve Cd’ un viicut
icindeki oranlari, Cd zehirlenmesi Zn yetersizligiyle arttigindan, ¢ok Onemlidir.
Tahillarin rafinasyon islemi bu orani diistirmekte ve dolayisiyla Zn eksikligi ve Cd
zehirlenmesi fazla rafine edilmis tahil ve unlarin titketimiyle artis gdstermektedir.

Kadmiyum diger agir metaller iginde suda ¢ozinme Ozelligi en yiiksek olan
elementtir. Bu nedenle dogada yaymnim hizi yiiksektir ve insan yasami igin gerekli
elementlerden degildir. Suda ¢oziinebilir 6zelliginden dolayr Cd** iyonu halinde bitki
ve deniz canlilan tarafindan biyolojik sistemlere alinir ve birikme 6zelligine sahiptir.
Insan viicudundaki Cd seviyesi ilerleyen yasla beraber artis gosterir ve genellikle 50°li
yaglarda maksimum seviyesine ulastiktan sonra azalmaya baslar. Yeni dogmus
bebeklerde hi¢ kadmiyum bulunmaz ve kadmiyum, kursun ve civanin aksine plasenta
ya da kan yoluyla anne karnindaki bebege gecmemektedir.

Kadmiyum viicutta %20 gibi bir oranla ¢ok iyi absorbe edilemiyor olsa bile, bu
diger bircok metale kiyasla oldukca yiiksek bir orandir. Kadmiyum ve bilesikleri
genellikle bobrekler ve karacigerde birikirler ve ilerleyen yaslarla bobreklerdeki birikim
yiiksek tansiyona da sebep olabilmektedir. Kisa siireli olarak 0,05 mg/kg kadmiyum
alinim1 mide rahatsizliklarina neden olurken, uzun siireli (>14 giin) 0,005 mg/ kg/ giin
dozu bobrek ve kemiklerde 6nemli problemlere neden olmaktadir. Kronik kadmiyum
zehirlenmesinde ortaya c¢ikan en onemli etki Gzellikle akciger ve prostat kanseridir.
Kronik zehirlenme bobrek hasar ile ortaya ¢ikar ve idrarda diisiik molekiillii protein
goriiliir. Asir1 dozda kadmiyum alimi (60—480 pg/ g bobrek) bobrekler tizerinde tahrip
edici etkinin ortaya c¢ikmasina yol agar ve etki kuslar da dahil olmak iizere tiim
canlilarda goriilmektedir. Kadmiyum zehirlenmesine bagli olarak kemik erimesi ve
buna bagli hastaliklarda goriiliir. Diger taraftan kansizlik, diglerin dokiilmesi ve koku
duyumunun yitirilmesi de 6nemli etkilerdir [51, 52].

Kadmiyum’un insanda karsinojen etki yaptigi 1976 yilinda gosterilmis ve 1993
yilinda, IARC (International Agency for Cancer Research) tarafindan Tip 1 karsinojen
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olarak smiflandirilmigtir [53]. Meslek geregi kadmiyum’la karsilasma prostat, deri,
akciger, 6zofagus, burun kanserlerine neden olmaktadir.
2.3.12. Kalay

Mide suyu iiretiminde, gastrin hormonunu aktifledigi ve protein sentezinde etkili
oldugu bilinmektedir. Akciger ve kemikte birikir, kismen de karaciger ve beyne gecer.
Normal beslenmeyle eksikligi goriilmez, hatta kalayli konserve kaplardan fazla
miktarda kalay alindig1 bilinmektedir.

Organik kalay maddelerinin etkileri gesitlilik gosterebilir. Bulundugu maddenin
cesidine ve etki altinda kalan organizmaya baghdir. Trietilkalay insanlar i¢in en
tehlikeli organik kalay maddesidir. Insanlar kalay baglarm1 gidalarla, solunumla ve deri
yoluyla alabilirler.

Uzun doénem etkileri: Depresyon, Karaciger hasarlari, Bagisiklik sistemlerinin
yetersizligi, Kromozomsal zedelenme, Kirmizi kan hiicrelerinin eksikligidir.

2.3.13. Kalsiyum

Kalsiyumun biiyiik bir biyolojik 6énemi vardir ve insan organizmasinda en yogun
sekilde bulunan katyondur. Viicutta bulunan kalsiyumun g¢ok biiyiikk kismi, kemik
dokusunda bulunur. Kalsiyumun plazmadaki diizeyi %10 mg civarindadir. Kalsiyum
ozellikle kanin pihtilagmasinda 6nemli bir rol oynar. Kalsiyum kaslarin fonksiyonu
yoniinden de 6nemlidir. Normal bir diyetle beslenen, bir kisi giinde 800 mg kadar
kalsiyum alir. Bunun 700 mg kadar1 gaita ile tekrar viicut disina atilir. Viicutta net
olarak 100 mg kalsiyum saglanmis olur. Viicutta, kalan ve kemiklerde depo edilen 100
mg kalsiyumun bir boliimii de yine gaita ile disar1 atilir. Bobrek yolu ile ¢ok az
kalsiyum disar atilir.

Kalsiyum, hormonal etkinliklerin baslatilmasinda ikinci haberci olarak rol oynar.
Ayrica lipaz, ATPaz, siiksinat dehidrojenaz gibi baz1 enzimlerin aktivatoriidiir.

2.3.14. Kobalt

Viicudumuzda yer alan eser elementlerden biridir. Bu element kandaki eritrositlerin
olusumunda gerekli B12 vitaminin bir pargasini olusturur. Kirmizi vitamin olarak da
bilinen B12 vitamini ¢ok dnemli biyolojik katalizordiir, kan sistemini kuvvetlendirir. Bu

nedenle viicuttaki kobalt eksikligi, eritrosit olusumunu engellediginden, "pernisy6z
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anemi" adi1 verilen agir bir kansizlik durumu olusur ve hastalarda bitkin diisme ile genel
zafiyet kendini gosterir.

Giinliik Co ihtiyaci yaklasik 5 pg kadardir. Normal beslenmede eksikligi goriilmez.
Ancak oOzellikle hayvansal gidalardan alinmasi dnemlidir, bu yiizden vejetaryenlerde
kobalt eksikligi problemdir.

2.3.15. Krom

Biyolojik olarak krom sindirim ve solunum sistemlerinden absorbe olur. Emilme
krom sekline ve emildigi yola baghdir.

Krom glikoz ve yag metabolizmasi igin gerekli bir madde oldugu gibi ¢esitli
sistemlerde amino asitlerin kullanilmasi i¢in de gereklidir. Keza insanlarda hafif seker
hastalig1 ve arteri sclerosis den korunmak i¢in de gerekli bir elementtir. Insanlara zararli
etki yapabilecek krom sulardaki hexavalan (+6) krom dur. Trivalan krom ise nispeten
daha az toksik ve lokal veya yaygi sistemim bir etkisi olmayan ve gerekli olan krom
seklidir, Dokularda krom seviyesi yiiksek olan sahislarda arteri sclerosis nispeten daha
azdir [38].

Viicuttaki basit sekerlerin parcalanmasmda rol oynar. Insiilin olusumuna, kandaki
seker ve kolesterol diizeyinin kontroliine yardim eder. Viicuttaki enzim ve hormonlar
icin ¢ok onemlidir. Yag, protein ve enerji metabolizmalarini da yonetir.

Insanlarda krom eksikliginde gozlenen en yaygin belirtiler arasinda bozulmus
glukoz toleransi [54,55], glukoziiri ve serum insiilin diizeyinde [56,57], kolesterolde
[58,59] ve total trigliserid miktarinda [60] artmalar yer alir. Krom eksikligi ayni
zamanda kalp ve seker hastaliklarina katkida bulunur.

Krom ilavesinin; glukoz’u diisiirdiigii, kolesterol’ii diisiirdiigii, insiilin faaliyetini
onemli Olgiide ilerlettigi, trigliserid diizeylerini diisiirdiigii, HDL kolesterol diizeyini
arttirdig1 gosterilmistir [61].

2.3.16. Kursun

Kursunun viicutta absorbsiyonu ¢ocuklarda daha yiiksek olmakla beraber normalde
% 5 gibi disiik bir oranda gerc¢eklesmektedir Bu oran dahi kalsiyum ve demir gibi
gerekli birgok mineralin viicut tarafindan emilimini azaltmaktadir. Kana karisan kursun

buradan kemiklere ve diger dokulara gitmekte ya da disk1 ve bobrekler yoluyla viicuttan
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atilmaktadir. Kemiklerde biriken kursun zamana bagl olarak (yarilanma émrii yaklagik
20 yil) ¢oziinerek bobreklerde tahribata neden olur.

Kursun bir tiir ndrotoksindir ve anormal beyin ve sinir sistemi fonksiyonlarina sebep
olmaktadir. Cocuklar {izerinde yapilan arastirmalarda kanda kursun miktar arttik¢a 1Q
seviyesinin distiigii tespit edilmistir. Diger taraftan kursun norotoksik o6zelliginden
dolayr sinir sisteminde iletimin azalmasina da yol a¢maktadir. Cogu kemiklerde
depolanmakla birlikte kursun beyne, anne karnindaki cenine ve anne siitiine de
gecebilmektedir. Bebekler ve ¢ocuklarda diisiik olan kursun orani, ilerleyen yasla
beraber, kursundan etkilenmeye baslamasiyla artis gostermektedir. Kanda 40 mg/ L
diizeyini aginca tansiyon artirici etkisi de ortaya ¢ikmaktadir [62].

2.3.17. Magnezyum

Insan biyolojisinde gerekli bir mineraldir. Kemik, kas ve sinirsel dokularda bulunur.
Magnezyum daha ¢ok bir hiicre i¢i elemandir.

Magnezyum, enerji transferi, depolanist ve kullanimi ile ilgili enzimatik
reaksiyonlarin katalizinden sorumludur. Bu baglamda magnezyum, hiicre icinde ATP
ve pirofosfataza bagli biitiin reaksiyonlarda; enolaz, fosforilaz, fosfoglukomutaz
enzimlerinin aktivasyonunda; DNA, RNA ve protein sentezinde rol alir. Magnezyum,
yag, protein, niikleik asit ve koenzimlerin sentezlenmesi, kas kontraksiyonu, glukozun
sentezi ve kullanilmasi, siilfat, asetat ve formatin aktivasyonu, transmetilasyon ve
oksidatif fosforilasyonda 6nemlidir.

Magnezyum enerji liretiminde ¢ok dnemli bir rol oynar. Magnezyum eksikligi kalp
rahatsizliklari, yiiksek tansiyon, bobrek tasi, kanser, regl oncesi rahatsizliklar, regl
donemi kramplar gibi rahatsizliklar yol agar. Magnezyum’un normal sinir ve kas
fonksiyonlarinda 6nemli oldugu uzun zamandir bilinmektedir. Sakinlesmeye yardimci
oldugu i¢in “Antistres Minerali” olarak bilinir. Magnezyum azalmasi hiicresel kalsiyum
taginmasi ve sinyallesmesine neden olan asirt heyecana yol agar [63,64].

Magnezyum, iiredeki kalsiyum c¢oziiniirliiglinii arttirarak, tas olusumunu azaltir.
Magnezyum takviyesi, osteoporoz’un tedavisinde ve korunmasinda kalsiyum kadar

Onemlidir.
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Magnezyum azlig1, migren veya tansiyondan ileri gelen agri i¢in ortami hazirlar. Bu
mineralin eksikligi, yorgunluk, kas spazmlari, zihin karigikligi, istahsizlik, uykusuzluk
gibi belirtilerle ortaya ¢ikar [65,66].

Bobreklerden  magnezyum  bosaltimi  plazma/hiicre  dist  magnezyum
konsantrasyonuna baghdir, arttiginda bosaltim artar, azaldiginda ise azalir. Oral olarak
diisiik miktarda alindiginda giinliik olarak bobreklerden 0,5 mmol’ den az miktarda
bosaltimi yapilir [67,68].

2.3.18. Mangan

Hiicrede enerjinin iretildigi mitokondria bolgesinde yiliksek derisimlerde bulunur.
Mangandan mahrum bir organizmada mitokondria yapisinda anormallikler kendini
gosterir. Ayni1 zamanda normal tiroid ¢aligmasinin saglanmasinda ve kikirdak ile kemik
gelisiminde de 6nem tasir. Bu elementin bir baska islevi de, beyin ve sinir sisteminin
normal ¢alismasinin saglanmasinda kendini gosterir.

Kalp damar hastaliklarinda 6lime mani olmak igin igme sularinda mangan
bulunmasi 6nerilmektedir.

Yiiksek diizeydeki mangan da viicut icin tehlike olusturur. Mangan elementiyle
fazlaca temasi olan kitlelerde, 6rnegin madencilerde, bas agrilar1, psikozlu davraniglar
ve uyusukluk vakalari yaygindir [43].

2.3.19. Molibden

Dogada yaygin bir bicimde dagilmis olarak bulunan molibden canli yasami icin
gerekli olan esansiyel elementlerden biridir.

Molibdenin toksik etkisi 6zellikle bakir diizeyi ile ilgidir. Bakir diizeyi normalin
[69, 70] altina indiginde ve siilfat diizeyi artiginda 1-2 ppm molibden bile zehirlenmeye
sebep olur. Genel bir kural olarak Bakir/molibden 2/1'in altina indiginde molibden
zehirlenmesi goriiliir. Molibden baslica bobrek, karaciger, viicut yag1 ve kanda birikir
[71]. Ayrica molibden hiicre i¢i enerji aktarim reaksiyonlarina katilir ve ¢esitli bagirsak
enzimlerinin islevlerini siirdiirebilmelerine yardimei olur.

2.3.20. Nikel

Nikel her yerde bulunur, baslica alagimlar arsenid ve siilfittir. Belirli su islem

metotlartyla nikelin bir kismi1 giderilmektedir. Bu nedenle islenmis sularda, islenmemis

sulardan daha az bulunur.
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Hayvan beslenmesinde nikel esansiyel bir madde olduguna gore muhtemelen
insanlar i¢inde gerekli olan bir maddedir. Mide ve bagirsaklardan emilmesi ¢ok zordur.
Viicut dokularinda birikim yapmadigi, ratlara sularinda 5 mg/ L olarak verildiginde bile
saptanamamustir. Insan ve hayvanlarda metabolizmasi tam olarak bilinmemektedir.
Daha ¢ok gaita ve birazda idrarla disart atilir.

Nikel toksik olmayan bir elementtir. Gida ve sularda bulunan nikelin ciddi bir saglik
problemi yaratacagi diisiiniilemez. Ancak gidalariyla 1600 mg/ kg olarak deney
hayvanlarina verildiginde 6rnegin yavru adedinde azalma gibi bazi toksik etkisi
bildirilmistir. Rat ve farelere hayatlar1 boyunca litrede 5 mg nikel olan su igirilmis yine
de sagliga zararl bir etkisi goriilmemistir.

Nikelin olusturabilecegi baslica saglik riski sollunum sistemi kanserleridir. Burun
ve akciger kanserleri en sik rastlanilanlardir.

Nikel’in kanserojen etkisi nedeniyle giivenilirlik limitinin belirtilmesi miimkiin
degildir. Insanda yapilan epidemiyolojik calismalarda suda eriyebilen nikel
bilesiklerinin karaciger ve burun kanserlerinin olusumunda 6nemli oldugu ileri
stiriilmiistiir [72].

2.3.21. Potasyum

Potasyumun insan sagligi i¢in etkisi kanda az veya ¢ok olmasi ile ilgilidir. Serum
potasyum diizeyinin normalden yiiksek olmasi hiperpotasemi (hiperkalemi) olarak
tanimlanir. Serum potasyum diizeyinin normalden diisiik olmasi hipopotasemi
(hipokalemi) olarak tanimlanir.

Potasyum, intraselliilerde ribozom biyosentezi, fosforilasyonlar gibi metabolik
islevler icin gereklidir. Ayrica glikolitik yolda gorevli piriivat kinazi aktifleyen bir
katyondur.

Potasyum, ekstraselliilerde kas aktivitesi ve Ozellikle kardiyak aktivite agisindan
onem tasir. Plazmada potasyum konsantrasyonunun cok azaldigr durumlarda cizgili
kaslarda felgler ve kalp kasinda bozukluklar goriilebilir.

2.3.22. Selenyum

Su, hava ve yiyeceklerle viicuda gecen selenyum sindirim kanalindan c¢ok az

emilmesine karsin, gesitli bilesikleri hizla emilerek biitiin viicuda dagilir. Solunum yolu

ile toz ve duman halindeki selenyumda akcigerlerden tama yakin oranda emilir.
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Dolasima gegen selenat bilesikleri proteinlere asiri ilgi gosteren selanit bilesiklerine ve
inorganik bilesiklerin bir kismi da organik bilesiklere ¢evrilerek proteinlere baglanmis
halde en fazla karaciger, dalak ve bobreklerde, daha diisiik yogunluklarda da beyin,
kaslar ve eritrositlerde birikir [37, 73].

Selenyum insanlar ve hayvanlarda viicutta birikerek zehir etkisi gosterir. Uzun
siireli selenyum alimlarindan sonra eritrositlerde biriken selenyum yogunlugu artar.
Killar ve timaklarda da yiliksek yogunluklarda selenyum toplanir. Selenyum plasenta
yolu ile fetusa da gecebilir.

Eser miktarlarda iken temel bir besin olan selenyum, glutatiyon peroksidaz
enziminin yapisina girmekte, bu enzim de hiicrelerde hidrojen peroksit ve organik
peroksitlerin birikmesini engelleyerek kanser olusumuna kars1 viicudu korumaktadir.

Selenyum zehirleyici etkilerini yiiksek kobalt derisimleri artirabilmekte ve kalp ile
karacigerde bliylimeye yol agmaktadir [43].

2.3.23. Sodyum

Sodyumun toplam katyonlara orani tarimda onemlidir. Ayrica sodyum oraninin
yiikksek olmasi, topragin gecirgenliginde rol oynar. Gerektiginde sudaki sodyum,
hidrojenle degisme prosesi ve destilasyon ile giderilebilir. Su ve sodyum dengesinin
kontrolii sinirsel ve hormonal sistem dahil ¢ok karisik olaylar sonucu meydana gelir.
Denge emilmeden ¢ok sodyum atilmasi saglanir. Insan sagligi acisindan ve tat esigi
yoniinden en normal ve dnerilen sodyum miktar1 200 mg/ L dir. [74].

Sodyumun viicuttan atilimi, bobreklerden olur. Sodyum, bobreklerde glomeriiler
filtrasyona ugrar. Gastrointestinal yoldan giinde 1-2 mg kadar atilir; ter yoluyla da
atilima ugrar.

Sodyum, ozmotik basmcin diizenlenmesinde etkilidir; suyun dagiliminda rol oynar,
kas-sinir uyarilmasinda rol oynar, hiicre zar1 gecirgenligini diizenler.

2.3.24. Stronsiyum

Kimyasal ozellikleri kalsiyuma benzer. Kemik yapisinda birikme egilimi vardir.

Dogal halde stronsiyum radyoaktif degildir. Bu nedenle suda stronsiyum tayini,

radyoaktif kirlenmelerden gelebilecek stronsiyumu kapsayacaktir.
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2.3.25. Siilfit- Siilfat
Degisik sanayilerden atilan atiklarda siilfat suya verilir. Minerallerin kavrulmasi
isleminden siilfat sulara verilir. Fosil yakitlarin yanmasiyla atmosferik kiikiirt dioksit
meydana gelir. Kiikiirt trioksit(SOs) in katalitik oksitlenmesiyle meydana gelir ve su
buhariyla birleserek H,SO4 olusur. Bu da asit yagmuru veya kar1 seklinde yere iner.
Insanlarda siilfat bagirsaklarda az miktarda absorbe edilir. Hiicre zarin1 ¢ok yavas
gecer ve siliratle bobreklerden atilir. 1-2 g siilfat, insanlarda mishil etkisi gostererek

bagirsaklari temizler. Bu miktar ¢ocuklar icin 21 mg/ kg/ giin olarak verilmistir.

2.4. Kan Orneklerinin Ahnis

Tam kan (total kan): Serum veya plazmasi
ayrilmamis kandir. Kan sayimi (hemogram) ve
eritrosit sedimantasyon hiz1 (ESR) tayini, kan
hiicrelerinin (eritrosit, lokosit, trombosit) eldesi igin

gereklidir. Antikoagulanli tiipe alinir.

Serum: Pihtilasmis kandan sekilli elemanlar

(eritrosit, 10kosit, trombosit) ayrildiktan sonra
Serum

geri kalan s1v1 kisimdir. Birgok analiz i¢in

Gel separalor————# . - . ..
: tercih edilir. Antikoagulansiz tiipe almnan
Blood celis

kandan elde edilir.

Plazma: Pihtilasmasi antikoagulanlarla Onlenmis
kandan sekilli elemanlar (eritrosit, 16kosit, trombosit)
ayrildiktan sonra geri kalan sivi kisimdir. Bazi 6zel
analizler i¢cin gereklidir. Antikoagulanl tlipe alinan

kandan elde edilir.

rythrocytes
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2.5. Analizde Kullanilan Analitik Teknikler
2.5.1. Atomik Absorpsiyon Spektroskopisi (AAS)

AAS, 15181n gaz halindeki atomlar tarafindan absorpsiyonunun Olgiilmesi ilkesine
dayanir. Bu ilkeye gore madde konsantrasyonu tayini yapmada kullanilan cihazlar
atomik absorpsiyon spektrofotometreleridir. Isig1 absorplayan atomlar, temel enerji
diizeyinden kararsiz uyarilmig enerji diizeylerine gecerler ve absorpsiyon miktari, temel
diizeydeki atom sayisina baglidir.

AAS’ de 151 absorpsiyonunda Beer Yasasi gecerlidir. Absorpslanan 1simn miktari
veya absorbans, derisim ve atomlastiricida aldigi yol ile orantilidir. Bu nedenle, AAS’
de uzun 151 yollu (10-11cm) alev basliklar1 (yakicilar= burner ) kullanilir.

A=exbxC (2.1)

Beer Yasasi’na gore bir ¢dzeltinin absorbansi o ¢ozeltinin derisimi ve ¢ozelti i¢inde
kat edilen 1s1in yolu ile dogru orantilidir. Cozeltide ayn1 dalga boylu 15in1 absorplayan
tirler varsa;

Arop=e1XxbxCi+e2xbxCr +...(2.2)

Isin tam monokromatik olmali, absorpsiyon ¢6zeltisinin her tarafinda homojen ve
absorplayict tiirler birbirlerinin absorpsiyonunu etkilememelidir.

C<0,01M seyreltik ¢ozeltilere uygulanabilir.

Atomik Absorpsiyon Spektrofotometrelerinin en dnemli bilesenleri:
1)Isin Kaynag:
2)Atomlastirict
3)Monokromator
4)Dedektor

Isin Kaynagi; 1)Oyuk Katot Lambasi, 2)Elektrotsuz Bosalim Lambast
Isin kaynagi, genellikle dl¢iilen elementin katodundan olusan bir lambadir. Her element
farkli lamba gerektirir.

Anot ile katot arasina 100- 400 voltluk bir gerilim uygulandiginda lamba i¢indeki
asal gaz atomlar iyonlasir. Olusan iyonlar katoda carparak yiizeydeki metal atomlarini
koparir ve uyarirlar. Uyarilan atomlar temel enerji diizeyine donerken katot elementine
0zgii dalga boyundaki 1s1may1 yayarlar.

Atomlastirict; 1)Alevli Atomlastiricilar; 2)Elektrotermal Atomlastiricilar
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Monokromatdr; Atomik absorpsiyon spektrofotometrelerinde monokromatoriin
gorevi, oyuk katot lambasinin yaydigi, incelenen elementin rezonans hattini diger
hatlardan ayirmaktir.

Dedektor; Atomik absorpsiyon spektroskopisinde 1sik sinyalinin elektrik sinyaline
doniistiiriilmesi igin, fotogogaltict tiipler kullanilir. Dedektor, alternatif akim sinyaline
cevap verecek sekilde yapilmistir.

Kantitatif analiz, bilinen konsantrasyonlardaki ¢ozelti serilerinin absorbanslarinin
Ol¢timii ile gergeklestirilebilir.

Bir kalibrasyon dogrusu ve denklemi olusturularak, bilinmeyenin (analit) absorbansi
Olgiilerek konsantrasyonu tayin edilebilir.

Elektrotermal Atomlastirici;

Ornek yikleme girisi

Elektrotermal  atomlastirici  olarak

yandaki (Sekil 2.7.) grafit firm adi

verilen 2-3 c¢m uzunlugunda 1 cm i¢  Im®
kaynagindan Monokromatére

capindaki tiip kullanilir. Bu tiiptin her

iki yanina baglanmis elektrik akimi ile
|€— ~2 cm —

isitma  yapilir.  Burada numune

cozeltisi (50 pL) 2045 s 110 °C de Sekil 2.7. Grafit firm

kurutma yapilarak suyu uzaklastirilir. 350-1200 °C, 20-45 s de isitilarak organik

maddeler uzaklastirilir. 2000-3000 °C, 3-10 s de 1sitilarak atomlastirilir. Elektrotermal

atomlastiricilar diisiik miktardaki numunelerde bile yiiksek gozlenebilme smnirlarina

sahiptir. Bu yiizden alevli atomlastiricilara gore tercih edilir.

2.5.2. Gaz Kromatografisi- Kiitle Spektrofotometresi (GC- MS)

Gaz kromatografisi, bir karisimda bulunan maddeleri ayirmaya yarar. Iki faz
mevcuttur:
Sabit faz: Yarigap1 kiicliik uzun bir boru i¢ine yerlestirilmis genis ylizeyli (gézenekli)
bir maddeden meydana gelmistir.
*Hareketli faz: Sabit faz igindeki genis yiizeyli (gozenekli dolgu) madde arasindan

kolaylikla geger. Gaz kromatografisinde hareketli faz gazdir. Sabit fazin yapisina gore
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gaz kromatografisi, sabit fazi kati olan “gaz-kat1 kromatografisi” ve sabit fazi sivi olan
“gaz-s1v1 kromatografisi” olmak iizere ikiye ayrilir.

Gaz kromatografisine konan numune i¢indeki maddeler, azot, helyum gibi 6zel bir
gazla sabit faz iginden siiriikklenirler. Bu arada numune igindeki gazlar (numunenin
mutlaka gaz olmasi gerekmez, sivi olan numuneler sicak bir hiicrede gaz haline
getirilirler) sabit fazla aralarindaki ilgiye gore az veya ¢ok tutulurlar. En sonunda
stirtikleyici gaz tarafindan detektore, oradan da atmosfere atilirlar.

Kromatografide, fazlar, sicaklik, kolon uzunlugu sabit tutularak g¢esitli maddelerin
piklerini iceren cetveller hazirlanir ve bilinmeyen numuneler i¢indeki maddeler kalitatif
olarak analiz edilir.

Kiitle spektrofotometresi 6zel bir diizenek kullanarak pozitif yiiklii parcaciklar
meydana getirilmesi, bu parcaciklarin m/e (kiitle/ylik) oranlarma gore ayrilmalari,
belirlenmeleri ve bunlardan yararlanarak numunenin teshis edilmesi tizerine kurulmus
olan metotlar topluluguna denir.

Pozitif ytiklii tanecikler bir molekiil iyonu ve metal iyonu olabildigi gibi, molekiiliin
parcalanmasi ile meydana gelen herhangi bir parcacik da olabilir. Boylece s6z konusu
numuneye gore ortamda ¢ok sayida pozitif yiiklii tanecik bulunabilir. Bu taneciklerden
her biri spektrumda m/e degerlerine gore birer pik verirler.

Kiitle spektrometresi, yapisi belli maddeleri teshis etmek ve tayin etmek amaciyla
kullanilabildigi gibi, yapist belli olmayan yeni maddelerin yapismi aydinlatmak

amaciyla da kullanilabilir.

2.5.3. Taramah Elektron Mikroskop (SEM)

Taramal1 Elektron Mikroskobunda (SEM) goriintii, yiiksek voltaj ile hizlandirilmis
elektronlarin numune iizerine odaklanmasi, bu elektron demetinin numune yilizeyinde
taratilmasi sirasinda elektron ve numune atomlar1 arasinda olusan gesitli girisimler
sonucunda meydana gelen etkilerin uygun algilayicilarda toplanmasi ve sinyal
giiclendiricilerinden  gecirildikten sonra bir katot 1sinlart tiipiiniin  ekranina
aktarilmasiyla elde edilir.

Modermn sistemlerde bu algilayicilardan gelen sinyaller dijital sinyallere g¢evrilip

bilgisayar monitoriine verilmektedir.
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Gerek aymrim giicii (resolution), gerek odak derinligi (depth of focus) gerekse

goriintii ve analizi birlestirebilme 6zelligi, taramali elektron mikroskobunun kullanim

alanini genisletmektedir.

Taramali Elektron Mikroskobu Optik Kolon, Numune Hiicresi ve Goriintiileme

Sistemi olmak tizere ii¢ temel kisimdan olusmaktadir (Sekil 2.8.).

Optik kolon kisminda; elektron demetinin
kaynagi olan elektron tabancasi, elektronlar
numuneye dogru hizlandirmak igin yiiksek
gerilimin uygulandigi anot plakasi, ince
elektron demeti elde etmek icin yogunlastiric
mercekler, demeti numune iizerinde odaklamak
icin objektif mercegi, bu mercege bagh ¢esitli
capta apatiirler ve elektron demetinin numune
ylizeyini taramasi ig¢in tarama bobinleri yer
almaktadir.

Mercek sistemleri elektromanyetik alan ile
elektron demetini inceltmekte veya numune
iizerine odaklamaktadir. Tiim optik kolon ve
numune 10-4 Pa gibi bir vakumda
tutulmaktadir.

Goriuntii  sisteminde, elektron demeti ile

numune girisimi sonucunda olusan ¢esitli

Elektron | =
Tabancas) —_——

Yodunlagtme

Mercak
Tarama

Devresi

Tarama :
Sargilan
Objektif Mercek Video
Objektil Mercek e Vitkselteci
Ak
Humune — 5 1
Dececzor
CRAT ——

Sapti et Sargular

Sekil 2.8. Taramah eleltron
mikroskobumm sematik griiniimii

elektron ve 1simalar1 toplayan dedektorler, bunlarin sinyal ¢ogalticilari ve numune

yiizeyinde elektron demetini goriintii ekraniyla senkronize tarayan manyetik bobinler

bulunmaktadir.

Yiiksek voltaj altinda ivmelendirilen elektron demeti ile numune arasindaki

etkilesim sonuglart Sekil 2.9'da sematik olarak gosterilmektedir. Bu girisim hacmi su

damlas1 gOrliniimii olarak tanimlanir. Yiiksek enerjili demet elektronlart numune

atomlarinin dig yoriinge elektronlart ile elastik olmayan girisimi sonucunda diisiik

enerjili Auger elektronlar olusur. Bu elektronlar numune yiizeyi hakkinda bilgi tasir ve

Auger Spektroskopisinin ¢alisma prensibini olusturur. Yine yoriinge elektronlar ile
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olan girisimler sonucunda ydriingelerinden atilan veya enerjisi azalan demet
elektronlart numune yiizeyine dogru hareket ederek yiizeyde toplanirlar. Bu elektronlar
ikincil elektron olarak tanimlanir. Bir baska sekilde aciklamak gerekirse; gelen yiiksek
enerjili elektronlarin atomun orbitallerinde bulunan elektronlarla inelastik ¢arpismasi
sonrasi (¢arpip enerjisinin bir kismimni bu elektrona aktarip yerinden kopariyor) bu
elektronlar yoriingesinden koparmasi sonucu olusur. Kopan elektron numune igerisinde
baska carpigmalara da maruz kalabilir, eger ylizeye yakinsa numuneden disari
firlayabilir. Enerjileri 50 ev’den diisik ve ylizeyin 0-10 nm’lik {ist katmanmdan
cikarlar. Ayrica yliksek enerjili geri sag¢ilim elektronlarinin etkilesmeleri ile de
olusabilir. Ikincil elektronlar numune odasinda bulunan sintilatdrde toplanarak ikincil
elektron goriintiisii sinyaline ¢evrilir. Ikincil elektronlar numune yiizeyinin 10 nm veya
daha diisiik derinlikten geldigi i¢in numunenin yiiksek ¢oziiniirliige sahip topografik

gorilintlisiiniin elde edilmesinde kullanilir.

Auger Elektronlan

" «— Kkatot Igildamasi

ikincil Elektronlar

Geri sacilan Elektronlar
£
£ i
Karakteristik X iginlan _
Kontinuum X igmlan  ~————*
Floresan Xiginlan  ——

Sekil 2.9. Elektron demeti ile numune arasindaki etkilesim
Mikroskopta ihtiyaca bagl olarak SE Dedektor, QBSD Dedektdr ve X Isimlar
Dedektorii bulunabilmektedir. Calismamizda ikincil elektronlart kullandigimizdan SE
dedektorii kullanilmistir.
Numune Hazirlama;
e Numune boyutu en fazla 0,5 cm ¢apinda ve 1,5 cm yiiksekliginde olmalidir.

e Vakuma dayanikli olmalidir.
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e lletken olmayan numuneler kaplanmahdir

e Numune tutucu ile numune arasinda iyi bir elektrik iletkenligi olmalidir.

2.5.4. Ultraviyole- Goriiniir Isik Absorpsiyon Spektrofotometre (UV-VIS)

Ultraviyole ve goriiniir 151k (UV-Vis) absorpsiyon spektroskopi bir 151 demetinin
bir drnekten gectikten veya bir ornek yiizeyinden yansitildiktan sonraki azalmasinin
olgiilmesidir. Isigin siddetinin azalmasi absorplamanm arttigmi gosterir. Ornegin
derisimi belirli bir dalgaboyundaki absorpsiyonunu dlgerek bulunur. UV-Vis
spektroskopi genellikle ¢ozeltideki molekiiller veya inorganik iyon ve komplekslerin
ol¢limiinde kullanilir. Birgok molekiil UV veya Vis dalgaboylarini absorplar ve farkli
molekiiller farkli dalga boylarini absorplarlar. Bir absorpsiyon spektrumu molekiiliin
yapisint gosteren birgok absorplama bantlarindan olugmaktadir. Cift 151k yollu
spektrofotometrelerde, monokromatdrden ¢ikan 151k, esit siddette iki demete boliinerek
biri 6rnege digeri sadece ¢dziiciiniin bulundugu kaba génderilir. Ikiye ayrilan 151k, iki
ayr1 dedektorle algilanir ve dedektorlerde olusan sinyallerin orani Olgiiliir. Boylece
ornekteki gecirgenlik degeri siirekli olarak ¢oziiciiniinki ile karsilastirilmis olur. Burada
iki dedektdriin tam uyumlu olmasi, yani esit siddetteki 151k ile ayn1 sinyali olusturmasi
gerekir.

Tek 151n yollu ve ¢ift 1s1n yollu olmak iizere iki ¢esit spektrofotometre vardir. Tek
151k yollu spektrofotometrelerde, bilesenlerin tiimii ayn1 151k yoluna yerlestirilmistir.

UV-goriiniir bolgede D,, W, H,, Xe, civa buhar lambasi gibi siirekli 151k kaynaklar
kullanilir. Tungsten flaman lambasi, goriiniir ve yakin IR bdlgede (320-3000 nm) 151k
yayar. Tungsten lambasinin i¢inde bir miktar iyot veya brom buhart bulunursa lambanin
omrii artar ve bu lamba tungsten- halojen lambasi olarak adlandirilir.
Ultraviyole bolgede en ¢ok kullanilan lambalar, hidrojen ve doéteryum elektriksel
bosalim lambalaridir. Bu lambalar 180-380 nm arasinda 151k yayar. Daha pahali ve daha
uzun Omiirli olan D, lambasmin yaydigi 1518 siddeti H, lambasina gore ¢ok daha
fazladir. Xe ark lambasi, UV-goriiniir bolgenin tiimiinde (150-700 nm)
kullanilabilecek siddetli ve siirekli 151k kaynagidir. Civa buhar lambasi, her iki bolgede
1s1ma yapabilen bir 151k kaynagidir; stirekli spektruma ek olarak kesikli hatlar da icerir.
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Yapisinda monokromatdr(dalga boyu secici), 1sik filtresi, 151k prizmasi ve dedektor
bulundurmaktadar.

Spektrofotometre ile bir maddenin nicel analizinin yapilacagi dalga boyunu
kararlagtirmak i¢in, 0rnegin absorpsiyon spektrumunu bilmek gerekir. Bunun igin,
maddenin 1 molar ¢ozeltisinin ¢esitli dalga boylarindaki absorbans degerleri Olgiiliir.
Coziiciiniin ve ¢ozeltide bulunan bagka tiirlerin 15181 absorplamadigi, Lambert- Beer
esitligine uyuldugu ve nicel analizin en duyarli bir bi¢imde yapilabilecegi dalga boyu
degeri saptandiktan sonra analizi yapilacak maddeyi igeren ve derisimleri bilinen bir
dizi standart ¢ozelti ile bu dalga boyundaki absorbans (A) degerleri dlgiiliir. A degerleri,
standart ¢ozeltilerin bilinen derisimlerine kars1 grafige gegirilir. Standart ¢ozeltilerin
bilinen derisimlerine kars1 A degerlerini grafige gecirmek suretiyle elde edilen dogruya
kalibrasyon dogrusu denir. Nicel analiz, kalibrasyon dogrusunun dogrusal oldugu
bolgede yapilir. Derisimi bilinmeyen Omegin A degeri Olgiiliir ve kalibrasyon
dogrusunda bu degere karsilik gelen derisim saptanir. Molar absorpsiyon katsayisinin
degerinin  bilindigi durumlarda, Lambert-Beer esitliginin analizde dogrudan
kullanilmas1 da miimkiindiir.

Spektrofotometrelerde 6megin konuldugu 6mek kaplari(kiivet), yuvarlak bir tiip
veya dort kose olabilir. Kiivetler, soft veya borosilikat camdan, kuartz veya plastikten
yapilir. Soft camlar asidik ¢ozeltiler, borosilikat camlar kuvvetli alkali ¢ozeltiler igin
uygundur. Corex gibi bazi camlar 340 nm’de kullanilabilse de kisa UV dalgalar i¢in
uygun degildir. Kuartz kiivetler hem UV hem goriiniir dalga boylart i¢in uygundur.
Plastik kiivetler 6zel tiretilmis ise 200-700 nm arasinda rahatlikla kullanilabilir.

Cihazin optik ayarlarmin (sifir ve 100 ayari) yapilmasi amaciyla kor c¢ozelti
kullanilir. Kor ¢ozeltisi olarak distile su veya reaktifin kendisi, bazi dlglimlerde ise

numune korl de kullanilabilinir.

2.5.5. indiiktif Olarak Eslestirilmis Plazma-Kiitle Spektrometresi (ICP-MS)
ICP-MS kat1 ve sivi 6rneklerde ¢ok sayida elementin hizli, hassas ve dogru bigimde

Olciilmesine olanak saglayan bir analiz teknigidir. I[CP-MS teknolojisi sayesinde kati

veya sivi Orneklerde 76 element ayn1 anda ve ¢ok diisiik derisimler de (ng-pg/1) hassas

ve hizli bir sekilde analiz edilebilmektedir. ICP-MS ile tek bir 6rnek igindeki 35 kadar
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elementin analizi li¢ dakika kadar az bir siirede Olgiilebilir. ICP-MS ile 6rneklerin
niteliksel, niceliksel ya da yari-niceliksel analizleri, izotop dillisyon analizi ve izotop
oran analizleri yapilabilmektedir.

Oldukca farkli disiplinlerde kullanim alani bulunun ICP-MS baslica, jeoloji,
hidrojeoloji, ¢evre, tip, biyoloji, kimya, petrokimya, metaliirji ve gida mihendisligi
alanlarinda kullanilmaktadir.

ICP-MS analiz tekniginin en dnemli asamalarindan biri 6rnek hazirlama agamasidir.
Kat1 6meklerin analiz asamas1 Oncesi ¢ozelti haline getirilmesi gerekmektedir. Kati
ornegin tiiriine (jeolojik, gevresel, biyolojik vb.) ve analiz edilmesi istenilen elementlere
gore farkli 6rnek hazirlama metotlar1 uygulanmaktadir.

Kat1 orneklerin ¢ozelti haline getirilmesi mikrodalga firinda yiliksek basinca
dayanikli (100 bar) kapali kaplar igerisinde eritis yapilmaktadir. Eritis islemine tabii
tutulan 6rneklerin toz haline (<100um) getirilmesinde havan kullanilmaktadir. Eritis
isleminde yiiksek safliktaki asitlerden (HNOs;, HCI, HF, HCIO4 vb.) hazirlanmis asit
kokteylleri kullanilmaktadir. Hazirlanan asit kokteylleri analite ve metoda gore
degismektedir. Ozellikle jeolojik drneklerde bazi refrakter mineralleri (zirkon, krom vb)
mikro dalga teknigi ile tam olarak ¢6zmek zordur. Buna ek olarak, mikro dalga
tekniginde kullanilan 6rnek miktarindaki sinirlamadan dolay1 6rneklerde c¢ok diisiik
konsantrasyonlarda bulunan elementlerin (Au gibi) analiz zordur. Bu gibi dmeklerin
hazirlanmasinda alkali flizyon ve fire assay teknikleri kullanilmaktadir. Eritis isleminin
basarist kullanilan standart referans maddeler ile teyit edilmektedir.

Analize tabii tutulacak sivi Omekteki bazi maddeler cihaza zarar vermemesi
acisindan belirli smir degerlerin altinda olmasi tercih edilir. Sivi 6rneklerdeki toplam
¢cozlinmils kati madde miktar1 % 0,1 in, organik madde icerigi de %2’ nin altinda
olmalidir. Ornekler ayrica askida kati partikiiller icermemelidir. Analiz edilecek bu tiir
orneklerin bir kism1 mutlaka 0,45 mikronluk filtreden gecirilmelidir.

Matris etkisi ortadan kaldirmak i¢in O6mekler ile standartlarin ayni asit ¢ozeltisi
(tipik olarak %]1-2 HNOs) igerisinde hazirlanmasi dnemlidir. ICP-MS 6l¢tim araligi
ppb-ppt araliginda oldugundan, daha konsantre analitlerin bu OJlglim araligma

getirilmesi i¢in seyreltme yapmak gerekmektedir.
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2.5.6. infared Spektrometre (IR)
Infrared absorpsiyonun dl¢iimiinde kullanilan iig tip ticari cihaz bulunmaktadir:

1. Ogzellikle kalitatif ¢aligmalarda kullanilan dispersif optik agl spektrofotometreler;

2. Hem kalitatif hem de kantitatif infrared 6l¢timlerinde kullanilan Fourier dontisiim
ozellikli cok amacl cihazlar

3. Atmosferdeki bircok organik maddenin abasorpsiyon, emisyon ve yansima
spektroskopi ile kantitatif tayininde kullanilmak iizere gelistirilis dispersif olmayan
fotometreler.
1980'lere kadar infrared Ol¢limlerinde en yaygin kullanilan cihazlar dispersif

spektrofotometrelerdi. Fakat giiniimiizde Fourier donisiimlii spektrometreler hiz,

giivenirlilik ve kullanim kolayliklari nedeniyle bu cihazlarin yerini almaktadir.

2.6. Oksidatif Stres ve Antioksidan Savunma Sistemi
2.6.1. Oksidatif Hasar

Baz1 intravendz anestezik ajanlar reaktif oksijen iiretimini artirdigt ve bu ajanlarin
toksik belirtilerini veren doku hasarini olusturdugu pek ¢ok raporda belirtilmistir [75,
76, 77, 78]. Reaktif oksijen tiirleri, pek ¢ok toksik madde ve patolojik sartlara yanit
olarak olusan programli hiicre 6liimiinde genel bir araci olarak gorev yapabilirler[79].
Intravendz anestezik ajanlar, hiicre igindeki sitokrom p450, peroksizomlar ve
mitokondriyondaki enzimatik sistemleri degistirerek veya indiikleyerek serbest
radikaller olustururlar. Ayrica, serbest radikalleri toplayarak hiicreyi koruyan enzimatik
veya enzimatik olmayan sistemleri tiiketirler veya inhibe ederler. Hiicrede oksidatif
hasar olusturarak lipit peroksidasyonu, deoksiriboniikleik asit hasart veya protein
degisikliklerine yol acarlar. Bunlar da azalmis gap junction aracilikli haberlesme,
transkripsiyon faktorlerinin (AP-1, NF-kB) aktivasyonu, intraselliller kalsiyum
degisiklikleri ve intraselliller pH degisiklikleri veya hiicre Oliimii gibi hiicresel
fonksiyon degisikliklerine yol agabilir [80].

Malondialdehit, reaktif oksijen tiirlerinin hiicresel membranlarla etkilesiminden
kaynaklanan membran lipit peroksidasyonunun bir belirtecidir. Membran hasarma yol
acarak, membran karakteristiklerinin degisimiyle hiicresel homeostazisin bozulmasina

yol agabilir. Membran hasar1 ve disfonksiyonu, interselliiler gap junction (neksus)
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haberlesmesi kaybi gibi kalsiyum ve diger iyon transport sistemlerinin de kaybina yol
acar [80].

Rediikte glutatyon (GSH) organik sistemlerde antioksidan fonksiyonlar1 etkileyen
en 6nemli biyolojik molekiillerden biridir. Glutatyonla birlikte glutatyon bagimli sistem
glutatyon peroksidaz (GSH-Px), glutatyon-S-transferaz (GST), katalaz (CAT) ve
stiperoksit dismutaz (SOD); toksik serbest radikalleri etkin bir sekilde toplar [81].

2.6.2. Serbest Radikaller

Glntiimiizde pek c¢ok oOldiiriici hastaligin, oOzellikle kardiyovaskiiler ve
serebrovaskiiler hastaliklarla bazi kanser tiirlerinin ortaya ¢ikmasinda serbest
radikallerin 6nemli rolleri oldugu disiiniilmektedir [82]. Serbest radikaller bir veya
daha fazla ortaklanmamis elektron ihtiva eden atom veya molekiillerdir. Bu tip
maddeler, ortaklanmamis elektronlardan dolay1 oldukga reaktiftir [83].

Biyolojik sistemlerde serbest radikaller en fazla elektron transferi sonucu meydana
gelirler, pozitif yiiklii, negatif yiiklii veya elektriksel olarak ndtral olabilirler [83].

Serbest radikallerdeki c¢iftlesmemis elektronlar kararli duruma geg¢me egiliminde
olduklart i¢in, kararli halde bulunan bir bilesikten elektron alarak, bu bilesigi yeni bir
serbest radikal haline donistiiriir. Bu olay, bir zincir reaksiyon olarak ya da bir baska
molekiil tiizerinde bulunan c¢iftlesmemis elektronla, serbest radikal iizerindeki
ciftlesmemis elektronla, serbest radikal tizerindeki c¢iftlesmemis elektron birlesene
kadar ya da zincir reaksiyonu, antioksidanlar tarafindan kirilana kadar devam eder [82].

Organizmada serbest radikaller hem normal metabolizmanin yan {iriinii olarak, hem
de iyonlastirici radyasyon, ilaglar ve diger zararli kimyasal maddelerin etkisi ile
olusabilmektedir. Biitiin serbest radikaller oksijenden koken almaz fakat ¢ogunlugu
Oyledir. Oksijen igeren reaktif molekiiller ki pek ¢ogu serbest radikal durumundadir,
biyolojik sistemler i¢in ¢cok dnemlidir. Bununla beraber, organizmadaki oksijenin kii¢iik
bir ylizdesi (%5 kadar) serbest radikallere ¢evrilir, bunlarin bir boliimii ¢ok toksiktir.
Ilging olarak, O,’nin kendisi bir radikaldir fakat toksisitesi diisiiktiir. Ciinkii O, iki
ciftlesmemis elektrona sahip olmasina ragmen, onlar ayni (zit degil) donme yoniine
sahip olduklarindan dolayr molekiilliin oksidasyon potansiyeli diisiiktiir fakat yok
sayllmaz [82,84].

Reaktif oksijen triinleri (ROS) oksijen merkezli serbest radikallerdir veya serbest
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radikallerin indirgenme iiriinleridir. Reaktif oksijen metabolitleri normal metabolizma
stiresince lretilmektedir.
2.6.2.1. Serbest Radikallerin Membran Lipitlerine Etkileri

Serbest radikaller, savunma mekanizmalarinin kapasitesini asacak oranlarda
olustuklar1 zaman organizmada gesitli bozukluklara yol acarlar. Biyomolekiillerin tiim
biiyilk smiflart serbest radikaller tarafindan etkilenirler, fakat lipitler en hassas
olanlaridirlar. Membrandaki kolesterol ve yag asitlerinin doymamis baglar1 serbest
radikallerle kolayca reaksiyona girerek peroksidasyon iiriinleri olustururlar. Coklu
doymamis yag asitlerinin oksidatif yikimi, lipit peroksidasyonu olarak bilinir ve
olduk¢a zararlidir. Ciinkii kendi kendini devam ettiren zincir reaksiyonu seklinde
ilerlerler. Lipit peroksidasyonu ile meydana gelen membran hasar1 geri doniigiimstizdiir
[83].

Uc¢ veya daha fazla cift bag ihtiva eden yag asitlerinin peroksidasyonunda
tiyobarbitiirik asitle o6lgiilebilen malondialdehit (MDA) meydana gelir. Bu metot lipit
peroksit seviyelerinin 6l¢iilmesinde siklikla kullanilir. MDA, yag asidi oksidasyonunun
spesifik ya da kantitatif bir indikatorii degildir, fakat lipit peroksidasyonunun
derecesiyle iyi korelasyon gosterir.

Lipit peroksidasyonu ¢ok zararli bir zincir reaksiyonudur. Dogrudan membran
yapisina ve dolayli olarak reaktif aldehitler tireterek diger hiicre bilesenlerine zarar
verir. Peroksidasyonla olusan MDA, membran komponentlerinin ¢apraz baglanma ve
polimerizasyonuna sebep olur. Bu da deformasyon, iyon transportu, enzim aktivitesi ve
hiicre yiizey bilesenlerinin agregasyonu gibi intrinsik membran 6zelliklerini degistirir.
Bu etkiler MDA’nin ni¢in mutajenik, genotoksik ve karsinojenik oldugunu agiklar [85].
2.6.3. Antioksidan Savunma Sistemleri

Reaktif oksijen tiirlerinin diizeylerini ve bunlarin meydana getirdigi hasan
simiflandirmak i¢in viicutta bircok savunma mekanizmasi gelismistir. Bunlar,
“antioksidan savunma sistemleri” veya kisaca “antioksidanlar” olarak bilinirler.

Antioksidanlar, peroksidasyon zincir reaksiyonunu engelleyerek ve/veya reaktif
oksijen tiirlerini toplayarak lipit peroksidasyonunu inhibe ederler. Antioksidanlar, dogal
(endojen kaynakli) ve ekzojen kaynakli antioksidanlar olmak iizere baslica iki ana

gruba ayrilabildigi gibi serbest radikalin meydana gelisini engelleyenler ve mevcut
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olanlan etkisiz hale getirenler seklinde de ikiye ayrilabilirler. Ayrica, enzim ve enzim
olmayanlar seklinde de smiflandirilabilirler. Hiicrelerin hem sivi hem de membran
kisimlarinda bulunabilirler [86,87].

2.6.3.1. Enzimatik Antioksidanlar

2.6.3.1.1.Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Ik olarak 1968 yilinda Mc Cord ve Fridovich tarafindan tanimlanan siiperoksit
dismutaz enzimi sliperoksitin, hidrojenperoksit ve molekiiler oksijene doniisiimiinii
katalizler. Bu enzim katalizledigi reaksiyon asagida gosterilmistir.

20, +2H— H,0,+ 0,

Bu reaksiyon kendiliginden meydana gelebilir. Fakat SOD tarafindan
katalizlendiginde hizi1 4000 kat artar. Bunlar Cu ve Zn igeren izomerler bulundurur
[88,89].

Bu enzim grubunun dkaryot canlilarda, canlida bulundugu bolgeye gore degisiklik
gosteren ti¢ farkli izoformu tespit edilmistir.

1) Cu-Zn SOD: Cu ve Zn igeren dimerik tip sitozolde bulunur, siyanitle inhibe olur.
Hiicrede en fazla miktarda bulunan izomerdir.

2) Mn SOD: Mn igeren tetramerik tip mitokondriyonda bulunur, siyanitle inhibe olmaz.
3) Ekstraselliiler SOD: Hiicre zan kollajene baglanarak notrofil ve diger hiicrelerden
salman siiperoksitleri kontrol eder. SOD’un ekstraselliiler aktivitesi cok diistiktiir.

Enzimin fizyolojik fonksiyonu, oksijeni katabolize eden hiicreleri stiperoksit serbest
radikalinin zararli etkilerine karst korumaktir. Boylece lipit peroksidasyonunu inhibe
eder [90]. SOD aktivitesi, yiiksek oksijen kullanimi olan dokularda fazladir ve doku
pO; artist ile artar. Normal metabolizma sirasinda hiicreler tarafindan yiliksek oranda
stiperoksit liretimi olmasina ragmen, intraselliiler sliperoksit diizeyleri diisiik tutulur.
SOD’nin ekstraselliiler aktivitesi ise ¢ok diistiktiir [91].

SOD, fagosite edilmis bakterilerin intraselliiler oldiiriilmesinde de rol oynar. Bu
nedenle, SOD graniilosit fonksiyonu ic¢in c¢ok Onemlidir. Lenfositlerde de

graniilositlerden daha fazla miktarda SOD bulunmaktadir [92].
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2.6.3.1.2.Glutatyon peroksidaz (GSH-Px)

Glutatyon peroksidaz, hidroperoksitlerin indirgenmesinden sorumlu enzimdir.
Membran fosfolipit hidroperoksitlerini alkollere indirger [93]. Tetramerik yapidadir ve
dort selenyum atomu igerir. Sitozol ve mitokondriyonda bulunabilir [94].

GSH-Px’in fagositik hiicrelerde 6nemli fonksiyonlar1 vardir. Diger antioksidanlarla
birlikte GSH-Px, solunum patlamasi sirasinda serbest radikal peroksidasyonu sonucu
fagositik hiicrelerin zarar gormelerini engeller. Eritrositlerde de GSH-Px oksidan strese
karst en etkili antioksidandir. GSH-Px aktivitesindeki azalma, hidrojen peroksitin
artmasina ve siddetli hiicre hasarina yol acar.

Ayni1 zamanda bu enzim, lipit peroksitlerinin indirgenmesini de katalizlemektedir
[95].

En Onemli membrana bagli antioksidan olan E vitamini sinirli oldugu zaman
membranin peroksidasyona kars1 korunmasini saglar [93].
2.6.3.1.3. Katalaz

Dort tane hem grubu bulunan glikoprotein yapisinda bir hemoproteindir. Bu
enzimin molekiil kiitlesi 240.000 daltondur. Her biri ferriprotoporfirin grubu igeren dort
alt iiniteden olusmustur. Ferriprotoporfirin, prostetik grubunda +3 degerlikli Fe atomu
bulunan protoporfirin IX halkasidir.

Katalaz hemen hemen biitiin memeli hiicrelerinde bulunur ve 6zellikle hidrojen
peroksitin yiikksek konsantrasyonlarda bulundugu durumlarda etkilidir. Eritrositler
yiiksek oranda katalaz icermekte olup, katalaz aktivitesinin %98 ’inden fazlasini saglar
[96].

Cesitli  dokularin  katalaz enzim aktiviteleri olduk¢a Dbiiyiik farkliliklar
gosterebilmektedir. Katalaz enzim aktivitesinin en yiiksek oldugu dokular karaciger ve
bobrek dokularidir. Bu enzimin aktivitesinin en diisiik seviyede goriildiigii dokular ise
destek dokularidir. Bu enzim dokularda baglica mitokondriyon ve peroksizom
partikiillerine bagl olarak bulunmaktadir. Buna ek olarak endoplazmik retikulumda ve
sitoplazmada da aktivite gostermekdedir. Okside edici enzimlerin etkisiyle ortamda
olusan hidrojen peroksiti dogrudan suya doniistiiriir. Bu enzimin aktivitesi, ortamdaki
hidrojen peroksit konsantrasyonun c¢ok fazla arttigi durumlarda belirgin olarak

artmaktadir. Ortamdaki H>O, konsantrasyonunun diisiik oldugu hallerde ise hidrojen
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peroksiti substrat olarak kullanan diger antioksidan enzimler (glutatyon peroksidaz gibi)
devreye girerek hidrojen peroksiti ortamdan uzaklastirirlar [97].

Ayn1 etkileri gosteren katalaz ve glutatyon peroksidaz enzimleri, hiicre igindeki
yerlesim ve etki yerleri bakimindan farklilik gostermektedirler. Katazal enzimi
peroksizomlarda daha etkin iken, GSH-Px enzimi baslica sitozol ve mitokondriyonda
daha etkindir [98].

Peroksidaz aktivitesine sahip olusuna ek olarak bu enzim bir molekiil hidrojen
peroksiti elektron verici bir substrat olarak, digerini de oksidan veya elektron alicisi
olarak kullanabilir. Katalazin indirgeyici aktivitesi hidrojen peroksit ve metil, etil,
hidroperoksitleri gibi  kiicik molekiillere karsidir. Biiylk molekiilli lipit

hidroperoksitlerine ise etki etmez [83].

2.6.4. Rutin Biyokimyasal Analizler
2.6.4.1. Albiimin

Albiimin diye de bilinen serum albiimini,
insan ve diger memeli hayvanlarin kan
plazmasinda bulunan en yaygin proteindir.
Kanda bulunan proteinlerin %60'm1
olusturur. Ayrica, doku sivilarinda, 6zellikle
kas ve deride, az miktarda gézyasi, ter, mide

sulart ve safrada da bulunur. Viicuttaki

toplam albiiminin %30-40"1 kandadir. Yag

asitleri ve ¢esitli baska maddeleri kanda tagimasmin yani sira en 6nemli islevi, kan ile
doku stvilar1 arasinda suyun dengelenmesini saglamaktir.

Albiimin, yukarida belirtilen bilesikler disinda ¢esitli agir metal iyonlarina da
baglanarak onlarin kandaki konsantrasyonunu kontrol eder. Albiimin proteininde iki
metal iyonu baglanma yeri vardir ve bunlara ¢inko, bakir, kadmiyum, civa, altin, giimiis
ve nikel dahil olmak iizere gesitli iyonlar baglanabilir. Kalsiyum ve magnezyum da
alblimine baglandigindan albiimin bu iki iyonun kandaki konsantrasyonlarma etki

edebilir. Albiiminin bir diger 6zelligi de kan pH'smi1 kismen tamponlayabilmesidir.
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2.6.4.2. Glukoz

Glukoz insan kaninda bulunan en 6nemli monosakkarittir. Glukoz insan ve hayvan
dokularinin enerjisini saglar. Bu canlilarin kalori ihtiyaglarinin yarisindan fazlasi glukoz
tarafindan saglanmaktadir. Glukoz alt1 karbona sahip bir aldoheksozdur.

Glukoz meyve sularinda, nisastada, seker kamisinda, maltoz ve laktozda bulunur.
Hidroliz ile agiga ¢ikar. Organizmanin kullandig1 ve kanda taginan en 6nemli sekerdir.
Diabetes mellutuslu hastalarda idrarda da bulunur. indirgeyici bir sekerdir. Maya
tarafindan fermente olur. Nitrik asidde ¢6ziinerek sakkarik asid olusturur.

Glukoz barsaklardan emilerek kana gectikten sonra viicudun enerji ihtiyaci
dogrultusunda glikolitik yola girerek piruvata kadar yikilir. Glukozun piruvata yikimi
aerobik glukoliz ile olmaktadir ki bu yolu mitokondriye sahip hiicreler
kullanmaktadirlar.  Ertrositler, kornea, lens ve retina hiicreleri ¢ok az mitokondri
icerirler bu nedenle glikolitik yol bu dokularin pirimer enerji gereksinimlerini
karsiladiklart yoldur. Bu dokularda aneorobik glikoliz olur ki son {iriin laktik asiddir.

Glukozun kandan hiicrelere kullanilmak iizere girisinden sorumlu yegane hormon
insiilindir. Insiilin anabolizan bir hormondur. Insiiline zit olarak calisan bir diger
hormon ise glukagon hormonudur. Dolayis1 ile kan glukoz konsantrasyonunu bu iki
hormon 6ncelikli olarak etkilemektedirler. Kan glukozu azaldiginda ve hiicrelerin enerji
ihtiyaglar arttiginda glukagon hormonunun etkisi ile glikojen depolari bosalmaya ve
kan sekeri artmaya baglar. Kan sekeri arttiginda ise hiicrelere glikozun girisi insiilin
hormonu aracilig1 ile olmaktadir. Kan glukoz seviyesi karaciger tarafindan diizenlenir.
2.6.4.3. Kreatinin

Kreatinin kaslarda enerji deposu olarak rol alan kreatin fosfat’in yikim trtintdiir.
Ayrica etin sindirimi sirasinda da agiga c¢ikan bir molekiildiir. Bobrekte
glomeriillerinden siiziiliir, proksimal tiibiilden sekrete edilir ve bir miktarda geri
emilime ugrar. Serum kreatinin seviyesi bobrek yetmezliklerinin tanisinda kullanilan
bir testtir. Kreatinin bobrek hastaliklarinda iireye gore daha spesifik ve duyarl bir
testtir.

Kan kreatinin diizeyinin yiikseldigi hastaliklar veya durumlar;

-Bobrek hastaliklari
-Kas hastaliklar1
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-Sok

-Dehidratasyon
-Hipertiroidizm
-Akromegali ve gigantizm
-Et tiirii gidalarin alimi

Kan kreatinin diizeyinin azaldig1 hastaliklar veya durumlar;

-Kas kitlesinin azalmasi,
-Siddetli karaciger hastaligi,
-Yetersiz protein alima,
-Gebelik.

Bobrek fonksiyonunn %350’si kaybolana kadar kan kreatinin ve iire diizeyinde
anormallikler gozlenmeye bilir. Bu nedenle kan kreatinin seviyesi bobrek
yetmezliklerinin erken tanisinda duyarli bir test degildir. Bobrek yetersizliginin
tanisinda kan kreatinin seviyesinin yerine kreatinin klerens testinin kullanilmasi1 daha
faydalidir.
2.6.4.4. Urik Asit

Urik asit, viicudun genetik yap1 taslart olan DNA ve RNA nin yapisinda bulunan
purin adindaki maddelerin metabolizmasinin son iriinidiir. Diyetle fazla protein alim,
viicutta iiretim artis1 (malin hastaliklar, doku harabiyeti, aclik) ya da bobrek fonksiyon
bozuklugu gibi bir nedenle viicuttan uzaklastirllamamasi durumlarinda kanda iirik asit
diizeyi yiikselir. Yiksek diizeydeki iirik asidin kristaller halinde ¢esitli dokularda
biriktigi diisiiniilmektedir. Bu dokular 6zellikle eklem sivilart ve bobreklerdir. Eklem
stvilarinda irik asit kristallerinin birikimiyle olusan agrili hastaliga GUT hastalig1
denilir. Bobreklerde olusan birikim ise bobrek yetmezligi ve idrar yollarinda tas
hastaligna yol acar.
2.6.4.5. Trigliserid

Trigliserid (triasilgliserol veya triasilgliserit olarak da bilinir) gliserol (gliserin) ve
ii¢c yag asidinden olusan bir esterdir. Trigliseridler viicudumuzda besin ve enerjinin
depo seklidir. Bu maddeler viicuda alinan ancak yakilamayan besinlerin fazlalarindan,

organlarin etrafinda ve deri altinda biriktirilerek olusturulurlar. Bu maddelerin olusma
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yeri karaciger gibi metabolizmal organlardir. Kisaca trigliseridler bagirsaktan emilen
sindirilmis besin maddelerinin esterlesmesiyle (yaglagsmasiyla) olusur.

Trigliseridlerin gorevi;

-Canlilarda deri altinda birikerek viicut 1sisinin korunmasini saglarlar.

-Canlilarda organlarin etrafinda birikirler ve bu organlarin darbelerden daha az
etkilenmelerini saglarlar.

-Kanin yogunlugunu ayarlar ve bu sayede tansiyon hastaliklarinda 6nemli rol oynarlar.
-Trigiliseritlerin en dnemli gorevlerinden birisi de hiicre zarinin yapisina katilmasidir.
Hiicre zarinin yapisina katilan yaglar bu yapmin esnekligini artirirken yagda eriyen
vitaminlerin (A, D, E, K vitaminleri) hiicre igerisine alinmasini kolaylastirmaktadir.
2.6.4.6. Kolesterol

Normalde her insanin kaninda bulunan ve hiicre zarlar1 ile bazi hormonlarin
yapiminda kullanilan bir maddedir. Biiylime ve gelismeyi saglar. Kolesterol biiyiik
oranda viicutta iretilir, az bir kism1 ise disaridan besinler yolu ile alinir. Kolesterol tiim
hayvansal besin ve yaglarda (et, siit, tereyag1 vb.) bulunurken, bitkisel besin ve bitkisel
yaglarda (meyve, sebze, tahil vb.) bulunmaz. Iki cesit kolesterol vardir; LDL (k&tii
kolesterol), HDL (iyi kolesterol).

LDL kolesterol, kanda kolesterolii tasiyan esas maddedir. LDL kolesterol oraninin
yiiksek olmasi tehlikelidir, kalp-damar hastaliklarina yakalanmayi artirir ve bu
hastaliklarin ilerlemesini hizlandirir. LDL kolesterol damarlarin igyiiziine yapisarak
plak denilen yapilar olusturur ve bunlar da ilerleyerek damarlarda darlik ve
tikanikliklara neden olur. Bu olaylar ise, kalpte miyokart infarktiisine (kalp krizi),
beyinde ise felce yol acar. Son yapilan ¢alismalar agikga gostermistir ki LDL kolesterol
yiiksekligi kalp damar hastaliginin en biiyiikk nedenlerinden biridir. Bundan dolay1
giinimiizde kolesterol yiiksekliginin tedavisinde esas hedef, LDL kolesteroliin
diisiiriilmesidir.

HDL kolesterol LDL kolesterolii tasiyarak damar duvarindan uzaklastirir. HDL
kolesteroliin yiiksek olmasmin kalp-damar hastaliklarindan koruyucu rolii vardir.

Sigara, HDL kolesterol oranini azaltirken, egzersiz ve spor artirmaktadir.
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2.6.4.7. Total Protein

Proteinler, aminoasitlerin bir araya gelerek olusturduklart organik maddelerdir.
Saglikli eriskin bir kiside serum total protein diizeyi 6,3-8,3 g/dL arasindadir. Bu
referans aralifi disindaki diizeyler (hiperproteinemi ve hipoproteinemi), plazma
hacmindeki degisiklikler ile bir veya daha fazla spesifik protein diizeyinde izlenen
degisiklikliklerle ilgili olabilir.
2.6.4.8. BUN (Kan Ure Azotu)

Karacigerde olusturulan bir atik {riindiir, bobrekle atilmaktadir. Yiiksek degerler
bobreklerin gerektigi gibi calismadigi anlamina gelebilir. Ayrica yiiksek proteinli
diyetle ve/veya asir1 egzersizle de artmaktadir. Gebelikte ise kan iire azot diizeyi
diisebilir. Fazla protein alimi, aminoasit inflizyonu, gastrointestinal sistem kanamalar
(6rnegin mide kanamasi) ve kortikosteroid ve tetrasiklin tiirli ilaglarin kullanimi da kan
iire azot diizeyini artiran nedenlerdir. Yine protein eksikligi (malniitrisyon, ¢dlyak
hastaligi, nefrotik sendrom gibi), herhangi bir nedenle olusmus akut ve kronik agir
karaciger hastalig1 gibi durumlarda kan bun diizeyleri diisiik ¢ikabilmektedir.
2.6.4.9. AST (Aspartat transaminaz), ALT (Alanin transaminaz)

Bu enzimler karaciger ve kas enzimleridir. Bunlar hiicredeki tim kimyasal
aktivitelerine yardimci olur. AST hiicre sitoplazmasi ile mitokondriasinda bulunur.
ALT ise sitoplazmada bulunur. Hiicrelerin zedelenmesi bu enzimlerin kana salinmasina
neden olur. Dokularda enzim diizeylerinin artmasi sonucu karaciger hastaliklar
(hepatit), kas zedelenmesi ve yakin zamanda gegirilmis kalp ataklari s6z konusu

olabilir.

2.7. Analizde Kullanilan Ayirma Teknikleri

Kimyasal analizi yapilacak plazma, serum, idrar gibi biyolojik; su, toprak, hava gibi
cevresel ve gida, farmasotik triinler gibi diger numuneler, genellikle aranan madde
disinda bircok bilesenin yer aldigi karisik bir matriks igerirler. Bu nedenle 6rnek
hazirlama; 6zellikle yiiksek basingli stvi kromatografi (HPLC), gaz kromatografi (GC),
gaz kromatografi-kiitle spektrofotometresi (GC-MS), radioimmun assay (RIA), atomik
absorbsiyon (AA) gibi cihazlar yardimiyla yapilan analizler 6ncesinde uygulanmasi

gereken ¢ok onemli bir basamaktir [99, 100].
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Ornek hazirlama baslica iki amag igin yapilmaktadir. Bunlar sirastyla, drneklerin
istenmeyen bilesenlerden temizlenmesi (clean-up) ve yogunlastirilmasidir. Temizleme
islemi ile matriksten analizin yanlis sonu¢lanmasima neden olabilecek, aranan maddenin
tespit edilmesini engelleyebilecek veya analiz cihazlarinin kirlenmesine neden
olabilecek kirliliklerin (impurity) uzaklastirilmasi saglanir [99, 101].

Analiz Oncesi yapilmasi gereken 6rnek hazirlama, ¢ogu zaman zor, pahali ve uzun
stiren bir islemdir. Yillardan beri en sik kullanilan 6rnek hazirlama yontemi olan sivi-
sivi ekstraksiyon yontemi, fazla miktarda ¢oziicii harcanmasi, ekstraksiyon sirasinda
emiilsiyon faz olugsmasi, gerekli safliga sahip olmayan ekstraktlar elde edilmesi,
¢oziiciillerin yeterince uzaklastirlamamasi ve duyarli kantitatif sonuclar elde
edilememesi gibi istenmeyen durumlara da neden olabilmektedir. Bu nedenle kimyasal
analiz yapan kisiler her zaman daha pratik ve basit yontem arayis1 i¢cindedirler [99, 100,
102]. Bu konuda, ozellikle kromatografik sistemlerle c¢alisgan 152 arastirici ve
uygulayict ile yapilan bir anket ¢alismasinda, 6mek hazirlama yonteminin se¢iminde
numunenin Ozelligi baslica etken olmakla birlikte, kolay uygulanabilir ve ucuz
olmasmin da 6nemli rol oynadigi belirlenmistir [103]. Yapilan arastirmada ankete
katilanlar tarafindan kullanilan 39 farkli 6rnek hazirlama yontemi oldugu tespit
edilmistir (Sekil 2.10.). Ancak kromatografik analizler oncesinde genellikle tek bir
ornek hazirlama teknigi yeterli olmamakta, bu yontemlerden birden fazlasi kullanilmasi
gerekmektedir. Klasik olarak analizden Once, sivi-sivi ekstraksiyonu, bunu takiben
evaporasyon ve uygun c¢oziiciiniin eklenerek tekrar seyreltilmesi islemleri bir arada
uygulanmaktadir [103].

Ornek hazirlama isleminin basitlestirilmesi, zaman kaybinin &nlenmesi ve analiz
maliyetinin azaltilmas1 amaciyla, 1970°li yillarin ortalarinda klasik metotlara alternatif
olarak yeni bir teknik olan kat1 faz ekstraksiyon metodu (solid phase extraction, SPE)
kullanilmaya baslanmistir [100, 104, 105]. Giiniimiizde en etkili 6rnek hazirlama
yontemlerinden olan SPE, 6zellikle ilag ve diger farmasotik maddelerin analizinde en

fazla kullanilan yontemlerin baginda gelmektedir [101, 106, 107].
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Sekil 2.10. Siklikla kullanilan 6rnek hazirlama yontemleri [103]
(SPE: Kat1 faz ekstraksiyonu, SFE: Siiperkritik akiskan ekstraksiyonu)
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2.7.1. Sivi- Kati Ekstraksiyon (SPE)

1978 yilina kadar ¢oziicii degistirme, 6rmek deristirme ve 6rnekten arzu edilmeyen
bilesenlerin uzaklastirilmasi igin sivi-sivi ekstraksiyonuna ihtiyag duyulmaktaydi.
Ornek, karigmayan ¢oziiciilerle bir ayirma hunisinde elle sallanmakta ve ayrilmaktayd.
Bu islem kisilerin becerilerine bagliydi. Ayrica tehlikeli ¢oziiciiler de sik sik
kullanilmaktaydi. Biitiin bunlara karsin ¢okta secici degildi. Sivi-sivi ekstraksiyonunun
diger dezavantajlari, sallama ile olusan ve ayrilmasi zor emiilsiyonlar, tek dozluk atiklar
ve c¢esitli cam madde ihtiyacidir. Kullanilan iki sivinin birbiri i¢inde ¢oziinmemesi
gerekir. Bu ise kullanilabilecek ¢oziicii sayisim smirlar. Ornegin, metanol, ekstraksiyon
icin ideal bir ¢oziicii olabilir. Fakat su ihtiva eden 6zel bir 6rnekte iki ayri sivi faz teskil
etmek yerine karigabilirler. Sivi-kati ekstraksiyonu olarak bilinen SPE'nin
dezavantajlar1 daha azdir. Organik fonksiyonel gruplarin baglandig1 genellikle pordz
silikadan ibaret kat1 yiizey, tastyici faz olarak kullanilir. Bazi bilesenler bu kat1 ylizey
tizerinde alikonulabilirler [108]. Bu olay sivi-sivi ekstraksiyonundakine esittir. Ama
daha segici ve inceliklidir. Bir ¢oziiciide ¢oziinlrlik ve c¢oziinmezlik sivi-sivi
ekstraksiyonunda kullanilan Ozelliklerdir. Kat1 faza kimyasal baglanma sivi-sivi
ekstraksiyonundaki olayla karistirtlmamalidir. SPE ¢o6ziinmezlik ihtiyacini elimine eder.
[laveten, destek katis1 molekiiliin dlgiilerini zorlayarak onu ekstrakte edebilir. Eger
destek katis1 pordoz ise ve molekiil, gozeneklere girmek i¢in biiylikse zorlukla
alikonulabilir. Béyle durumlarda biiyiikliikkler karsilagtirnlmalidir. Sekil 2.11°de klasik
bir SPE kolonunun yapisi, g¢esitli ticari SPE kolon, disk ve plakalar ile vakum pompa

ve manifoldlu siizme diizenegi goriilmektedir.

Ornek haznesi —f»=

Asdsorban vatag: — > i Diskler

“_’__,-J

|*——  Toplama ucu

Sekil 2.11. SPE kolonunun yapis1[109] Sekil 2.12. SPE mikroplakalar[110]
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Sekil 2.13. Cesitli ticari SPE kolon Sekil 2.14. Vakum manifoldu
ve diskleri [111]

SPE metodunda kolondan gecirilme sirasinda 6mek molekiilleri ile tutucu madde
arasinda kimyasal bir etkilesim meydana gelir. Bu etkilesimden faydalanarak
maddelerin ayrilma islemi baglica iki yolla gerceklestirilir. Birinci yontemde ilk
asamada, analiz edilecek bilesik tutucu maddeye baglanarak kolon iginde tutulurken,
cozelti ve istenmeyen bilesenler bu madde ile herhangi bir etkilesime girmezler. Daha
sonra istenmeyen bilesenler uygun yikama ¢ozeltisi ile uzaklastirilir ve analiz edilecek
bilesen tutucu maddeden uygun bir ¢ozelti yardimiyla ¢ozdiriilerek alinir (Sekil 2.15-
a). Daha az tercih edilen ikinci yontemde ise, istenmeyen bilesenlerin tutucu madde ile
etkilesimi séz konusudur. Ozellikle atik yaglar gibi matriksden ayrilmasi zor olan
maddelerin analizinde kullanilan bu yontemde, matriksteki istenmeyen bilesenler tutucu
madde tarafindan siki sekilde baglanirlar. Asil aranan madde ise tutucu madde ile
etkilesime girmez ve uygun ¢ozelti yardimiyla ¢ozdiiriilerek toplanir. Bu yontemde,
kolon igerisindeki tutucu maddenin olusturdugu kat1 faz filtre islevi gormektedir (Sekil
2.15-b) [99, 100, 112, 113].
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T

sartlandirma Ornegin uygulanmasi
sartlandirma drnegin uygulanmas:
+ elusyon
= , , .
analit istenmeven bilesenler
yikama elusyo
analit 1stenmevyen bilesenler +

Sekil 2.15.a) SPE yontemi ile maddelerin ~ Sekil 2.15.b) SPE yontemi ile maddelerin
ayrilma sekilleri [112] ayrilma sekilleri [112]

2.8. Kaynak Ozetleri

1999 yilinda flunitrazepam ve metabolitlerinin diisiik seviyelerini bulma amaciyla
bir ¢alisma gelistirildi. Ornek olarak, kat1 faz ekstraksiyonunu kullanarak ilaglardan
izole edilmis tam kan ve kuru kan lekesi kullanildi. Analiz g¢arpigmali elektron
modunda, GC-MS sistemi ile yapildi. Bu ¢alisma i¢in kullanilan 1 mL kanin
dedeksiyon limiti 0,1 pg/ dL olarak tayin edildi [114].

Bir bagka ¢alismada benzodiazepinlerin yasaklanmasi i¢in, adli toksikolojide otopsi
sonucu elde edilen kan ve idrar orneklerine uygulanarak GC ve bagimlilik analiz
teknikleri karsilastirildi. Paralel olarak ¢alisilan kan ve idrar Orneklerinde
otomatiklestirilmis ikili kolon GC metodunun kullanimiyla benzodiazepin ilaglart ve

metabolitleri saptandi. GC kullanimmdan 6nce Ornekler kati faz ekstraksiyonundan

gecirildi [115].
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Christian Staub ve Anissa El Mahjoub ¢alismalarinda, basit ve duyarli (0,3 mL/dak.
diisiik akis hizinda ve yar1 mikro kolon kullanarak) bir metot olan HPLC de hastalara
stk sik verilen benzodiazepinlerin (klonazepam, diazepam, flunitrazepam, midazolam
ve oksazepam) gecerli hale gelmis tayinlerini gelistirdiler. Miktar Ol¢limleri
metilklonazepam i¢ standart: ile 220 nm de yerine getirildi. Metot; benzodiazepinlerin
tedavi edici veya toksik konsantrasyonlari i¢in kusursuz, dogru, duyarli, geri kazaniml
ve lretilebilirligi sagland1 [116].

Diyot diizenleyici dedektorle birlestirilmis HPLC de monolitik kolon kullanarak
tam kanda benzodiazepinlerin kantitatif tayini i¢in bir metot gelistirildi. Metot adli
toksikolojide ¢ok sik karsilasilan benzodiazepinlerin (klonazepam, desalkilflurazepam,
diazepam, flunitrazepam, lorazepam, midazolam, nordiazepam ve oksazepam)
analizinde kullanilmaktadir. Ornek &n islemi, n-butil kloritle kan drneklerinin s1vi-sivi
ekstraksiyonunu ihtiva etmektedir. Ayrilma kromolit performans kolon kullanilarak ters
faz kosulunda gergeklestirildi. Akis hizt 2 mL/dak. olacak sekilde fosfat tamponu ve
asetonitrilden olusan ¢6zelti mobil faz olarak kullanildi. Analiz siiresi 4 dakikadan da az
olup sonuglarin dogrulugu, kesinligi, geri kazanimi, dlgiilebilir limiti memnun edicidir
[117].

Yapilan bir baska ¢alismada biitil kat1 faz ekstraksiyon kolonu kullanilarak kanda
ve idrarda flunitrazepam ve metaboliti olan 7-aminoflunitrazepami incelendi. Bu
yontemde analitler, i¢ standartli tek tip kati faz kartuslar istiinde nitrazepam
kullanilarak tam kan ve idrardan elde edildi. Kolonlar distile su ve hekzanla yikandi. Ug
bilesik, etil asetat-metanol ¢oziicii karisimi kullanilarak sorbentten bertaraf edildi.
Biriktirme ve ¢oziicliden buharlastirma sonrasi kalinti, HPLC-PDA analizi i¢in 0,1 %
(v/v) sulu trifloroasetikasitte, GC-MS analizi icinse pentafloropropionik anhidritte
¢ozinirlestirildi [118].

Fibromyalgia tedavi altinda bulunan hastalarda ICP-OES ve ICP-MS kullanilarak iz
element analizi yapildi. 2 mL kan 6rnegi 3 mL, 10 mL idrar 6regide 5 mL derisik ultra
saf nitrik asitle kanstirilarak ve mikrodalga firinda ¢oziiniirlestirildi. Standartlar gibi
orijinal 6rneklere icersinde %] nitrik asit i¢erecek sekilde asit eklendi. ICP-OES cihazi
biitiin bilesenlerin standart karigimi kullanilarak ii¢ farkli konsantrasyonda kalibrasyonu

yapildi. Ayni sekilde ICP-MS cihazi da kalibre edildi [119].
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Bir baska ¢alismada; basit, duyarli, se¢ici ve tekrarlanabilir olan DAD’lii RP-HPLC
metoduyla 240 nm de bulunan 1,4 benzodiazepinlerin (bromazepam, klonazepam,
diazepam, flunitrazepam, lorazepam, alprazolam ve iki metaboliti olan a-
hidroksialprazolam, a-hidroksitriazolam) tayini gelistirildi. Calisma 6megi olarak insan
plazmasi, idrar ve tiikiiriigii kullanildi. Ornekler kati faz ekstraksiyonu kullanilarak
analiz i¢in hazirlandi. Ayirma metanol, ACN ve 0,05 M amonyum asetat iceren gradyan
mobil fazla Kromasil C8 analitik kolonunda yapildi [120].

Willy E.Lambert ve arkadaslar ¢alismalarinda, GC-MS metoduyla 6n islem olarak
kati faz ekstraksiyonundan gegirilen kan, beyin sivisi ve sagta yeni iretilmis
antidepresan ve metabolitleri i¢in optimizasyon yapmuslardir. 12 antidepresan ve aktif
metabolitleri olan mirtazapin, viloksazin, venlafaksin, sitalopram, mianserin,
reboksetin, fluoksetin, fluvoksamin, sertralin, maprotilin, melitrasen, paroksetin,
desmethilfluoksetin, desmethilmianserin, desmethilmirtazapin, desmethilsertralin,
desmethilmaprotilin, desmethilsitalopram ve didesmethilsitalopram  miktarlarn
analizlendi [121].

HPLC-UYV cihaz1 ve SPE kullanilarak yapilan bir ¢alismada ratlarin plazmalarinda
ve beyin dokularinda diazepam ve metabolitleri analizlendi. IS stok ¢dzeltisi 2,0 mL
metanolde 2,0 mg maddenin ¢oziinmesiyle hazirlandi. Standart ¢ozeltiler mobil fazla
stok cozeltilerinin seyreltilimiyle giinliik hazirlandi. EDTA igceren cam tiiplerdeki kan
ornekleri 15 dak. 5000 rpm santrifiijlenip plazmalan elde edildi. Plazmalar HPLC
analizine kadar -80 °C ‘de polipropilen test tiiplerinde saklandi. Cikarilan beyin
tartildiktan sonra 5 mL metanolle ekstrakte edildi. Daha sonrasinda 15 dak. 9000 rpm
santrifiij yapildi. Ust kisimda olusan katman analize kadar -80 °C ‘de saklandi. SPE
kolonu 2x1 mL metanol ve 2x1 mL su ile sartlandirildi. Sonrasinda IS standart ¢ozeltisi
eklendi ve plazmada kolona konulduktan sonra siiriiklenmenin tamamlanmasi
beklenildi. Kolon 2x1 mL su ve metanolle yikanarak, basing uygulanip analiz i¢in
gerekli olan eluent elde edildi. Beyin dokusunda da plazmada oldugu gibi kolon
sartlandirilip, 2x1 mL su, ImL su/metanol (80/20, v/v) karisimi ile yikanip basing

uygulandi ve analiz i¢in gerekli olan eluent elde edildi [122].
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3) MATERYAL ve METOT
3.1. Kullamlan Kimyasallar

Cizelge 3.1’ de deneysel ¢alismalarda kullanilan kimyasallar ve 6zellikleri verildi.

Cizelge 3.1. Kullanilan kimyasallar ve 6zellikleri

Kimyasal/llag Ad1 Markas1 Katolog No
Metanol Merck 106018
Hidroklorik Asit Sigma-Aldrich | 258148
Sodyum Kloriir Merck K31445404 249
Sodyum Hidroksit Merck B965882 203
Sodyum Benzoat Carlo Erba 366757
Benzoik Asit Sigma-Aldrich | 242381

Benzil Alkol Sigma-Aldrich | 305197
Propilen Glikol Sigma-Aldrich | P4347

BSA (Bovine Serum Albumin) Merck K31587018 333
Na,HPO4 Merck F548286851
KH>PO4 Merck A120471 832
H,0, Merck K26230400 912
K,HPO4 Merck A333304 310
EDTA(Etilendiamin tetraasetik asit) Sigma E9884

NaN3 Merck K26019888 912
GSH Sigma G4376

NADPH Sigma K37510540 744
Glutatyon Rediiktaz Sigma G3664

Ksantin oksidaz Sigma X4875

TCA (Trichloroasetic asit) Merck K32072107 330
TBA (2-Thiobarbituric asit) Sigma T5500

Nitrik Asit Sigma-Aldrich | 380091

Etil Alkol Merck 111727
Diklorometan Merck K31221749
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3.2. Kullanilan ilaclar

Diazem: 2 mL’lik ampulde 10 mg diazepam (Ruhsat; Deva Holding A.S., imalatgi;
F.Hoffmann-La Roche Ltd.Switzerland) bulunan toplam 16,8 mL soliisyon kullanild:.
Dormicum: 5 mL’lik ampulde 5 mg midazolam (Ruhsat; Deva Holding A.S., imalatcs;
F. Hoffmann-La Roche Ltd.Switzerland) bulunan toplam 63 mL soliisyon kullanildi.

3.3. Deneysel calismalarda kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanmasi
Diazem Ilaci i¢in Tasiyic1 Hazirlanmasi

Ampul halinde bulunan bu ilacin ¢dzgeni hazirlanip kontrol grubuna verildi.
(Cozgen icerigi; 828 mg propilen glikol, 170,8 mg etil alkol, 96 mg sodyum benzoat, 3,7
mg benzoik asit, 31,4 mg benzil alkol, 2 mL enjeksiyonluk su.
Dormicum Ilaci icin Tastyie1 Hazirlanmasi

Ampul halinde bulunan bu ilacin ¢6zgeni hazirlanip kontrol grubuna verildi. Cozgen
icerigi; 2,8 mg(%37 ’lik HCI), 45 mg NaCl, pH 3,3 olacak sekilde 1 N NaOH, 5 mL’ye

tamamlayacak miktarda enjeksiyonluk su.

3.4. Deneylerde Kullamlan Hayvanlar

Deneylerde Inénii Universitesi Deney Hayvanlari Uretim Merkezinden alman
agirliklart 180-240 gram arasinda degisen Wistar Albino cinsi gen¢ yetiskin disi
ratlardan 46 adet kullanildi. Deney hayvanlari isaretlendirilerek 5 gruba ayrildi; kontrol
grubu, diazem ve diazem tasiyic1 grup ayrica dormicum ve dormicum tasiyici grup.
Ratlar, 12 saat aydinlik/ karanlik, havalandirmali ve sabit sicakli odalarda, ozel
kafeslerde, rat yemi ile beslenerek ve igebildikleri kadar ¢esme suyu verilerek

barindirildi.
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Cizelge 3.2. Deney Hayvani Olarak Kullanilan Ratlarin Genel Ozellikleri

Laboratuvar Hayvanlarma (rii}llij ) v P iM |SC|ID
Verilebilecek Maksimum £ G
Hacim (mL) 10 0,5 0,5-10 0,3 1’ 0_ 0,01
M I
Laboratuvar Hayvanlarinda 5C v
En Sik Kullanilan Enjeksiyon P—
Yeri atera
ert ense arka uyluk kuyruk veni
Deney HayvanlarindaKan| = | ort.eriskin giivenle 1) obilecek en
Dolasimindaki Hacimleri |8 Vueutl yan hacmi almabilecek yiiksek kan
. agirligi (g) kan hacmi .
ve Alinabilecek Kan (mL) (mL) hacmi (mL)
Miktarlan 300500 | 2135 244 2

3.5. Deneysel calismalarda kullanilan aletler

Deneysel ¢alismalarda kullanilan cihazlar ve marka/ modelleri Cizelge 3.3” de

belirtildigi gibidir.

Cizelge 3.3. Kullanilan cihazlar

Kullanilan Cihazin Ad1 Marka/Model

SEM SEM/LEO EVO 40

AAS Perkin Emler AAnalyst 800
GC-MS Agilent 6890- 5973 N
Mikrosantrifiij Niive NF 800R
Mikrodalga Firin Cem Mars MD2829
ICP-MS Agilent 7500ce

UV-VIS Shimadzu 1601

Aeroset Otoanalizor Abbott

Sonifikator Sonics VCX130
Homojenizator IKA-Werke T25

FT-IR Perkin Emler Spektrum 100
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- Kontrol grubu ve klinik olarak bagimli hale getirilen gruptan alinan kan 6rnekleri
tam kan, plazma ve serum olmak tizere ti¢ farkli sekilde alindi. 5 farkli gruba ayrilmig
olan 46 ratin kan ornekleri ¢ift tarafli karbon bandina damlatilip uygun sekilde
kurutuldu. Sonrasinda BAL-TEC SCD 050 cihaziyla karbon kaplama yapildi ve metal
igeriklerinin belirlenmesi amaciyla SEM sistemi kullanildi. Cihazin gosterimi Sekil

3.1’de ve caligsma sartlar1 Cizelge 3.4’de verildi.

Sekil 3.1. SEM sistemi

Cizelge 3.4. SEM cihazinin 6zellikleri ve ¢aligma sartlari

Dedektor SE ve BSE
Kaplama ¢esitleri Au-Pdve C
Kaplama cihaz1 BAL-TEC SCD 050
Biiyiitme Aralig 7X-1.000.000X

Kan omekleri tam kan, serum ve plazma olarak {i¢ tip calisitlip SEM-EDX’lart
¢ekildi. Sonucglar goéz Oniinde bulundurularak kan Orneklerinin aliminda serum
kullanilmasmin uygun oldugu tespit edildikten sonra diger cihazlarda da serum

ornekleri kullanildi.
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- Deney hayvanlarindan alman kan Omeklerine SPE yapilip siirliklenme
tamamlandiktan sonra elde edilen sivida ilag etken maddelerinin analizi i¢in GC- MS

kullanildi. Cihazin gosterimi Sekil 3.2°de ve ¢alisma sartlart Cizelge 3.5°de verildi.

Sekil 3.2. GC-MS sistemi

Cizelge 3.5. GC- MS cihazmin 6zellikleri ve ¢aligma sartlart

Kolon HP-1 (12m x 0,20 mm x 0,33 um)kapiler kolon
Dedektor 5973 N
Tastyic1 gaz Helyum

130°C’de 0,5 dk, 15°C/dk artisla 300°C

Sicaklik programi
bu sicaklikta 2 dk bekleme

Enjektor sicakhigr | 250°C

Dedektor
280°C
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- Kontrol grubu ve ilaglara maruz kalarak bagimli hale getirilmis deney hayvanlarinin
kan orneklerinde bulunan civa diizeyindeki degisim analizi i¢in Grafit firnli AAS

kullanildi. Cihazin gosterimi Sekil 3.3°de ve ¢alisma sartlart Cizelge 3.6’da verildi.

Sekil 3.3. AAS sistemi

Cizelge 3.6. AAS cihazinin 6zellikleri ve ¢alisma sartlari

Dedektor 5973 N

Kullanilan Sistem Grafit Firin

Tastyic1 Gaz Argon

Kullanilan Lamba c-EDL Hg lamba

Sicaklik Programi 130°C- 150°C temizleme amacli 1150°C- 2450°C ¢ikis
Kullanilan Matrix Pd, Mg(NO3),

Temizleme Cozeltisi % 0,2°1ik nitrik asit

Akim 185 mA

Dalga Boyu 253,77\
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- Kontrol grubu ve ilaglara maruz kalarak bagimli hale getirilmis deney hayvanlarinin
kan ve doku orneklerinde bulunan metallerin analizi i¢cin AGILENT 7500ce ICP- MS
kullanildi. Cihazin gosterimi Sekil 3.4°de ve ¢alisma sartlart Cizelge 3.7 de verildi.

Sekil 3.4. ICP-MS sistemi

Cizelge 3.7. ICP-MS cihazinin 6zellikleri ve ¢alisma sartlart

Tastyic1 gaz Argon
Akis hiz1 1,2 L/dak.
Gilig 1350 W

Ornek alma derinligi | 6,7 mm

Piiskiirtme odasi1 Cift bolmeli, kuartz

Piiskiirtme sicaklig 2°C
I¢ standartlar 6L1, 45Sc, 72Ge, 89Y, 115In, 159Tb, 209Bi
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3.6. Materyal

Tez kapsaminda kullanilan diazem ve dormicum ilaglar1 Turgut Ozal Tip Merkezi
Psikiyatri polikliniginden yesil regeteye yazdirilarak piyasadan alindi. Regil regeteyle
yazdirilan ilaglarin kullanimi Cizelge 3.8’de belirtildigi gibidir.

3.7. Metot

Sekil 3.5. Genel islem basamagi




Cizelge 3.8. Calisilan ilaglarin doz miktarlar

Ajan

Doz

Verilis Verilis
yolu siklig1

Etki Deney
Siresi Siresi

Diazem (Diazepam)

Img/kg

ip 2 doz/giin

10 glin | 6 hafta

Dormicum (Midazolam) | 0,75 mg/kg

ip 2 doz/giin

20 glin | 6 hafta

Cizelge 3.9. Anestezik Ajanlar

Ajan Indiiksiyon dozu Verilis yolu Yapilacak islem
Ketamin 80 mg/kg L.p Kan ve doku alimi
Ksilazin 5 mg/kg L.p Kan ve doku alimi

3.8. Deneylerde Kullanilan Malzemeler

Klinik olarak bagimli hale getirilmis deney hayvanlarmndan alinan kanlar ii¢ farkl

sekilde; tam kan, serum ve plazma i¢in kirmizi kapakli bos, heparinli ve EDTA’l1 tiipler

kullanildi. Calismada kullanilacak yedeklemeleri yapilan kan ve doku Ornekleri

ependorf tiipleri ve agzi kilitli saklama posetleri iginde buzdolabinda -80 °C de

saklandi. Ayrica SEM-EDX (deney devam ederken {igiincii haftada ratlardan alinan kan

ornekleri) analizleri i¢in de ¢ift tarafli karbon bantlar1 kullanildi.

ICP-MS ve AAS analizleri i¢in mikrodalga firinda teflon kaplarda pargalanmalari

yapilan serum ve doku 6rmekleri sonrasinda vida kapakli cam tiiplerde sakland.

Etken madde analizi icin serum dmeklerine &n islem yapildi. On islemde sivi-kati

ekstraksiyonu i¢in Waters Sep-Pak C18 kolonu kullanild1.
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3.9. Kan ve Doku Orneklerinin Alinmasi

/ Ratlar1 bayiltmak icin Cizelge 3.9 da verilen anestezik madde olar%
ketamin/ksilazin karigimi kullanildi. Sicanlara ketamin 80 mg/kg’lik ve ksilazin 5
mg/kg’lik doz karisimini igerecek sekilde i.p. yolla verildi ve bayiltma islemi 3-4
dakika icerisinde tamamlandi. Tiim uygulama ve kontrol grubundaki siganlarin
bayiltma isleminden sonra, abdomenlerden bir kesik yapilarak viicudun i¢ kismi1 yukari
dogru gogiis kafesine kadar acildi. Bu esnada i¢ organlara temas edilmemesine 6zen

gosterildi. Kalbe girilerek alinabilinecek maksimum kan hacmi alindi ve bos kirmizi

Qapakh kan tiiplerine konuldu. /

|

7/~ Tam kan 6rmeklerinden serum elde etmek amaciyla 2 saat soguk ortamda bekletildi. ™

Sonrasinda sogutmali santrifiij cihazinda +4 °C’da 10 dak. 10000 devirde santrifiijlendi.
Serum kismi 4 pargaya ayrilip 1.kisim rutin biyokimyasal analiz igin, 2.kisim metal

analizi ICP-MS ve AAS i¢in, 3.kisim etken madde GC-MS i¢in -20 °C derecede

\saklanmlstlr. 4 kisim ise enzim ¢aligmasi igin -80 °C’da sakland. Y,

|

Karaciger, bobrek ve beyin dokular1 uzman kisi tarafindan alindi. Her bir dokudan

kendi ebatlarina uygun miktarda kesitler alimip agzi kilitli seffaf posetlerde enzim
caligsmast i¢in -80 °C’da diger pargalar ise yine ayn1 sekilde agzi kilitli seffaf posetlerde
-20 °C’da analize kadar saklandi.

Sekil 3.6. Kan ve Doku 6rneklerinin alinis semast

3.10. Serum ve Dokularda Enzim Aktivite Tayini
Kontrol grubu ve ilaglara maruz kalarak bagimli hale getirilmis deney hayvanlarinin
kan ve doku oOrneklerinde bulunan enzim degisimlerini incelemek amaciyla enzim

analizi i¢in Shimadzu 1601 UV- VIS kullanildi. Cihazin gosterimi Sekil 3.7°de verildi.
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Sekil 3.7. UV-VIS sistemi

3.10.1. Dokularin Homojenizasyonu

Enzim aktivitesi yapacagimiz karaciger, beyin ve bobrek dokularmin
homojenizasyonunda, dncelikle doku tartildi ve 1/5 w/v oraninda PBS tamponu(pH 7,4)
eklenerek buz izolasyonu altinda IKA-Werke T25 homojenizatorii ile tim doku
pargalanincaya kadar homojenize edildi. Elde edilen homojenatlar, Sonics VCX130
sonifikatorde 30 saniyelik araliklarla 3 defa 15 saniye sonifiye edildi. Homojenizasyon
ve sonifiye islemlerinin ardindan 10.000 g’ de +4 °C’ da 10 dakika Niive NF 800R
mikrosantrifiij aletiyle santrifiij islemi yapildi. Boylece enzim aktiviteleri ve protein
tayinin yapilacagi siipernatan elde edildi. Siipernatan Ornekleri Ol¢iim islemleri
yapilincaya kadar -70 °C da derin dondurucuda saklandi.
3.10.2. Protein Tayini

Protein tayini Bradford M.M. [90] yontemine gore yapildi. Standart protein olarak
bovine serum albumin(BSA) kullanildi. Bradford ¢ozeltisiyle doku tiirline bagli olarak
stipernatandan ¢esitli hacimlerde 6rek alinarak protein degerleri hesaplandi.
3.10.3. Katalaz Aktivite Tayini

Katalaz enziminin aktivite tayini Luck H. [91] yOntemine gore yapildi.
Gerekli cozeltiler :
-- 1/15 M konsantrasyonda Na, K-fosfat tamponu (Na,HPO4- KH,PO,) pH: 7
-- Derisik H,O, ¢ozeltisi

71



Yontem :

Katalaz 6lgtimiinde kullanilmak iizere spektrofotometrede 240 nm’de absorbans 0,7-
0,9 oluncaya kadar Na-K-fosfat tampon ¢ozeltisine derisik (% 35 ‘lik) H,O, ilave
edildi. Numunelerin katalaz igerigini belirlemek i¢in hazirlanan bu karisimdan 1000 puL
alinip kiivete kondu ve {izerine ¢alisma araligina bagli olarak 30 pL baslayarak gittikce
artan konsantrasyonlarda slipernatan eklendi ve bir kez karistirilip Shimadzu 1601-UV
visible spektrofotometrede 240 nm dalga boyunda 30 sn siireyle HO, nin (e= 0,0396
cm” pmol™) absorbans degisimi okundu. Okunan bu optik dansite farkindan mL’deki

enzim linite sayis1 hesaplandi.

3.10.4. Se-Bagimh Glutatyon Peroksidaz Aktivite Tayini

Se-bagimli GSH-Px enziminin aktivite tayini i¢cin Lawrance R.A, Burk R.F yontemi

kullanildi [92].

Gerekli ¢ozeltiler:

-- 50 mM KH,PO4 + K;HPO4 + 5 mM EDTA igeren pH:7 olan tampon ¢ozeltisi
-- 1 mM NaN; (Sodyum azid) ¢ozeltisi

-- 0,25 mM H,0; ¢ozeltisi

-- 0,2 mM NADPH c¢ozeltisi

--2mM GSH (Rediikte glutatyon) ¢ozeltisi

-- 1,2U/mL GSSG Rediiktaz ¢ozeltisi

Yontem:

Yukaridaki derisimlerde hazirlanan c¢ozeltilerle once kor ardindan da Ornek
deneyleri yapildi. Kor i¢in 1 mL tampon, 10 uL NADPH, 10 uL. GSH, 10 pL NaNj; ve
2 uL GSSG rediiktaz ¢ozeltileri spekrofotometre kiivetine eklendi. 37 °C da 5 dk siire
ile inkiibasyona tabii tutulan ¢ozelti karistmina 10 pL. HyO, ilave edildi ve Shimadzu
1601-UV visible spektrofotometrede 340 nm deki absorbans degisimi (1 dk.) gézlendi.
Numune deneyleri igin ise belirli miktarlarda siipernatan ilave ettikten sonra 37 °C da 5
dk. siire ile inkiibasyona tabii tutulup kor denemede oldugu gibi 340 nm deki NADPH

‘nin (6=6,22 x 10° M'em™") absorbans degisimi okunarak enzim aktivitesi hesaplandi.
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3.10.5. Siiperoksit Dismutaz Aktivite Tayini

Stiperoksit radikallerinin dismutasyonunda gorev alan SOD enziminin aktivite
tayini McCord J.M, Fridovich I [93] yOntemine gdre yapilmis olup ydntemin esasi
ksantin- ksantin oksidaz sisteminde iiretilen siiperoksit radikallerinin sitokrom-C’yi

indirgemesinin SOD tarafindan inhibisyonu temeline dayanir.

Siiperoksit dismutaz gesitli yollarla ortaya ¢ikan siiperoksit (O, ) radikalinin

hidrojen peroksite (H,O,) dismutasyonu reaksiyonunu katalizler. SOD enzim aktivitesi

ksantin — ksantin oksidaz (XO) sistemi ile iiretilen O, radikallerinin sitokrom c okside
etmesi sonucu olusan renk degisimi 550 nm’de takip edilerek belirlendi. Bu reaksiyona
dayanan optik dansitedeki azalmadan yararlanarak SOD tarafindan reaksiyonun %
inhibisyonu belirlendi. Bu reaksiyonu % 50 inhibe eden 6meklerdeki SOD miktar1 1
Unite (U) olarak kabul edildi ve sonuglar U/mg protein olarak verildi.

Enzimin % inhibisyonu = (Abskorv — Absnum) / Abs korv x 100

Gerekli cozeltiler:

A ¢ozeltisi:

-- 5 umol ksantinin 0,001 N NaOH* daki ¢ozeltisi

-- 2 umol sitokrom-C’nin 50 mM pH 7,8 ve 0,1 mM EDTA igeren fosfat tamponundaki

cozeltisi

A ¢ozeltisi (ksantin: sitokrom-C) 1:10 hacim oranlarinda karistirilarak hazirlanir. Bu
cozelti +4 °C * da 3 giin kararlidir.

B Cozeltisi:

-- Ksantin oksidazin 0,1 mM EDTA’daki ¢ozeltisi 0.2U/mL (deneyden Once taze olarak
hazirlanir).

Yontem :

1) 3 mL’lik spektrofotometre kiivetine 2,9 mL A ¢ozeltisi eklendi.

2) 50 uL ornek ilave edildi.

3) Tepkime 50 pL B ¢ozeltisinin eklenmesiyle baglatildi.

4) Daha sonra Shimadzu 1601-UV visible spektrofotometrede 550 nm deki absorbans
degisimi (1dk.) okundu.
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5) Kor okumasi yapilirken 6rnek yerine 50 pL bidestile su eklendi.

6) Orneklerin % inhibisyon degerleri hesaplandi.

3.10.6. Lipit Peroksidasyonunun Belirlenmesi
Serbest radikal saldirilar1 sonucu hiicre membraninda bulunan lipitlerin
peroksidasyonu, son iriin olan malondialdehit (MDA) miktarinin Beuge J.A

[94] yontemine gore belirlenmesiyle bulundu.

Gerekli cozeltiler:

-- % 15 lik TCA ¢ozeltisi

-- % 0,375’ lik TBA ¢ozeltisi

-- 0,25 N’ lik HCI ¢ozeltisi

Yukaridaki ii¢ c¢ozeltinin hassas bir sekilde hazirlanip 1:1:1 hacim oranlarinda
karistirtlmastyla soliisyon hazirlandi.

Yontem :

1) 10 mL’ lik santifiij tiipleri alind1 ve biitlin tiiplere hazirladigimiz soliisyondan 4 mL
konuldu.

2) Kor tiipleri hari¢ tutularak 6rnek tiiplerine 1 mL homojenat konuldu.

3) Bir kez siddetli sekilde karistirildi.

4) Kaynar suda ( 95-100 °C ’da ) 15 dk. bekletildi.

5) Daha sonra tiipler sogutuldu ve 3500 rpm’ de 10 dk. santrifiij edildi.

6) Elde edilen siipernatanin Shimadzu 1601 UV-VIS spektrofotometresinde 535
nm’deki MDA-TBA kompleksi’ nin (¢ : 1,56 x 10° M'ecm™) absorbans1 okunarak

Malondialdehit miktar1 hesaplandi.

3.10.7. Verilerin istatiksel Analizi

Her bir deney en az 3 tekrarli olarak yapilmis ve elde edilen sonuglar ‘SPSS 16.0°
Paket programiyla yorumlandi. Kontrol grubu, her iki ilacin verildigi grup ve ilaglarin
tasiyict gruplarindan elde edilen sonuglar arasindaki farklarin istatiksel onem diizeyleri
‘One way ANOVA (Analysis of variances)’ testi ve ‘DUNCAN’ post testiyle belirlendi.

Farkli gruplarin istatiksel olarak 6nem diizeyleri a, b, c... seklinde indislerle gosterildi.
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Bu indislerin sayisi DUNCAN testinde olusan grup sayisma gore belirlendi. Analiz
sonrasi hesaplanarak elde edilen SOD, CAT, GSH-Px, MDA ve protein diizeylerinin
degisimi Cizelge 4.4- 4.7°de verildi. Istatiksel analiz sonuglarma gore yapilan yorumlar

boliim 5.4°de ayrica 6rnek bir istatistik tablosu da EK 1 de verildi.

3.11. ICP-MS ve Grafit Firinhh AAS Cihazlarinda Metal Analizi

iiresine kadar saklandi. Sonrasinda 0,3-0,4 g’ lik yas dokulara (beyin, karaciger ve
bobrek) 4 mL %70’lik ¢ift distile HNO; eklendi ve bir gece bekletildi. Serum

Sekil 3.6’daki akis semasinda bahsedildigi gibi kan ve doku Ornekleri analiz
orneklerinden de 1000 pL alind1 ve tizerlerine 4 mL %70’lik ¢ift distile HNOj; eklendi.

|

Orneklerin tamami mikrodalga firnda ¢dziiniirlestirme islemine tabi tutuldu}
i

Cizelge 3.10 ve 3.11°de basamak basamak ¢dziiniirlestirme sicakligi, basing ve gerekl

diger degerler verildi.

|

[ Mikrodalgada parcalanan numuneler son hacmi 10 mL olacak sekilde Milli Pore

ELX20’den elde edilen saf su ile tamamlandi. Sonrasinda 5 kat seyreltme daha yapildi.

—

|

ICP-MS (elde edilen ham verilere ait 6rnek EK 2 de verildi) ve Grafit firnli AAS

sistemlerinde analiz i¢in, 6rnekler vida kapakli cam tiiplere konuldu ve oda sicakliginda

saklandi.

Sekil 3.8. ICP-MS ve Grafit firnli AAS’de analiz 6ncesi 6rnek hazirlama semasi
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Cizelge 3.10. Mikrodalga firinda bobrek ve beyin dokularinin ¢oziiniirlestirme islemi

Giig %100 %100 %100 %100
Basing (psi) 1500 1500 1500 1500
Kaynama Siiresi(dak) 10 5 5 10
Alikonma Siiresi (dak) 5 5 5 10
Sicaklik (°C) 100 150 170 200
Akim (Watt) 400 800 800 800

Cizelge 3.11. Mikrodalga firinda serum ve karaciger dokusunun ¢6ziiniirlestirme islemi

Giig %100 %100 %100
Basing (psi) 1500 1500 1500
Kaynama Siiresi(dak.) 5 5 5
Alikonma Siiresi (dak.) 5 5 5
Sicaklik (°C) 100 150 200
Akim (Watt) 400 800 800

3.12. GC-MS Cihazinda Etken Madde Analizi

s ™
Deney hayvanlarindan Sekil 3.6’da anlatildig1 gibi alinan kan dmekleri Niive NF
800R santrifiijii kullanilarak serum 6rnekleri elde edildi. Sonrasinda analize kadar -20 °C
L da muhafaza edildi. )
v
GC-MS cihazma 6rnekler verilmeden 6nce 6n isleme maruz birakildi.
v ~
( On islemde Waters Sep-Pak C18 kolonu kullanildi. Kolon énce 3 mL saf su ve
3 mL metanolle 1slatildi. Sonrasinda 1 mL serum 6rnegi verilip lizerine yiiriitiicii olarak
5 mL CH,Cl, eklendi.
- J
v N
Toplanan 6rnek, filtreli siringadan gegirilip cihaza verildi. Hazirlanan 6rneklerden
bir miktar alinip etken madde sonuglarini pekistirmek amaciyla yapilan IR analizinde de
L kullanildi. )

Sekil 3.9. GC-MS de analiz 6ncesi 6rek hazirlama semast
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4) ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Agirhk Degisimi; deney hayvani olarak 5-6 aylik 46 adet geng yetiskin disi ratlar
kullanildi. Gruplandirilma yapilirken 6 tanesi kontrol grubu, 10 tanesi diazem ilaci
verilen, 10 tanesi diazem ilacinin tasiyicisi, 10 tanesi dormicum ilact verilen ve 10
tanesi de dormicum ilacinin tasiyici gruplari olmak tizere tam 5 farkli grup olusturuldu.
Deney devam ederken iiglincii haftada 3 adet rat SEM-EDX c¢alismasi i¢cin kan
alindiktan (direk kalbe girilip alindi) sonra 6ldii. Sekil 4.1°de verilen kontrol grubu
olarak kullanilan deney hayvanlarinin agirlik degisimidir. Baslangic olmak iizere 6
hafta boyunca 5 deney hayvaninin agirlik degisimi siitunlarla verildi. Sekil 4.2 diazem
ilac1 verilmis olan deney hayvanlarmin agirlik degisimidir. Baslangic olmak tizere 6
hafta boyunca 9 deney hayvaninin agirlik degisimi siitunlarla verildi. Sekil 4.3 diazem
ilacinin tastyicisi olan deney hayvanlarinin agirlik degisimidir. Baslangi¢c olmak tizere 6
hafta boyunca 9 deney hayvanmin agirlik degisimi siitunlarla verildi. Sekil 4.4
dormicum ilac1 verilmis olan deney hayvanlarinin agirlik degisimidir. Baslangi¢ olmak
tizere 6 hafta boyunca 10 deney hayvaninin agirlik degisimi siitunlarla verildi. Sekil 4.5
dormicum ilacmin tastyicist olan deney hayvanlarinin agirlik degisimidir. Baslangic

olmak iizere 6 hafta boyunca 10 deney hayvaninin agirlik degisimi siitunlarla verildi.

O Baglangigy @ 1.hft O2hft O3.hft W4hft O5hft B 6.hft

300 4
250 -
200 -

—

150 -

Agirlik (gr

100 -

50 -

1 2 3 4 5

Deney hayvanlarmmn sayisi

Sekil 4.1. Kontrol grubu olarak kullanilan deney hayvanlarinin agirlik degisimi
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O Baglangiy B 1.hft O2hft O3.hft W4hft OS5hft M 6.hft

300 4
250 -
200 -

150 -

Agarlik (gr)

100 -

50 -

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Deney hayvanlarmm sayis1

Sekil 4.2. Diazem ilac1 verilmis olan deney hayvanlarinin agirlik degisimi

O Baglangic B 1.hft O2.hft O3.hft W4.hft O5hft W 6.hit
250 +
200 +
& 450 -
~
$ 100 -
50 ~
0 i
1 2 3 4 5 6 7 8
Deney hayvanlarmm sayisi

Sekil 4.3. Diazem ilacinin tastyicisi olan deney hayvanlarinin agirlik degisimi
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O Baglangic B 1.hft O2hft O3.hft W4hft O5hft B 6.hft

300 4
250 -
200 -
150 -

Agurlik (gr)

100 -
50 -

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Deney hayvanlarmm sayisi

Sekil 4.4. Dormicum ilaci verilmis olan deney hayvanlarinin agirlik degisimi

O Baglangic B 1.hft OO2.hft O 3.hft W4.hft OS5hft B 6.hft

300 4
250 -
200 -

150 -

Agarlik (gr)

100 -
50 -

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Deney hayvanlarmm sayisi

Sekil 4.5. Dormicum ilacinin tastyicisi olan deney hayvanlarinin agirlik degisimi
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4.2. Rutin Biyokimyasal analiz sonuc¢lari; her bir grup i¢in kan serum Orneklerinden elde edilen rutin biyokimyasal analiz

sonuglar1 Cizelge 4.1°de verildi. Gruplar arasindaki farklilig1 gérebilmek amaciyla Sekil 4.6 ve 4.7 olusturuldu.

Cizelge 4.1. Serum 6rneklerinden elde edilen Rutin Biyokimyasal analiz sonuglar1 (n=5)

Parametreler Kontrol Diazem lIlach TD;ZIZ;ITI Dormicum D%;I;;cl]cl:n
Grubu Grup Grup Hach Grup Grup
Glukoz(mg/dL) 264,4+43,638 | 223,4+52,572 | 224,6£71,521 | 233,824,580 | 221,2+44,347

Bun(mg/dL) 23,442,190 28+9,460 23,4+1,341 25442510 26,243,768
Kreatinin(mg/dL) 0,5+0,000 0,48+0,083 0,5+0,000 0,46+0,054 0,48+0,044
Urik Asit(mg/dL) 1,88+0,697 1,86+0,151 2,04+0,723 0,82+0,178 1,5+0,570

Trigliserid(mg/dL) | 112,4+45,643 | 82,2+46,430 | 75,2+25,587 77,6£29,365 89,4+18,649
Kolesterol(mg/dL) 46+9,513 58,4+13 465 49,8+4,147 37,610,621 46,2+7918
Total Protein(g/dL) | 6,62+0,383 5,86+0,536 6,88+0,295 5,98+0,465 6,44+0,482
Albumin(g/dL) 1,424+0,044 0,940,141 1,42+0,083 1,24+0,114 1,424+0,130
AST(U/L) 84+15,716 135,4+£57,261 103+21,92 67,4+7,334 84,8+8,438
ALT(U/L) 57,6£7,127 56,4+16,196 | 61,6+12,381 55+12,410 59,8+7,328

*Degerler ortalama ve () standart hata seklinde gosterildi (n=5).
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O Kontrol Grubu M Diazem O Diazem Tastyict 0 Dormicum B Dormicum Tasiyici

Sekil 4.6. Deney hayvanlarindan alinan serum 6rneklerine gore
Rutin Biyokimyasal analiz sonuglarinin degisimi

O Kontrol Grubu B Diazem O Diazem Tastyic1 O Dormicum B Dormicum Tastyict

Albumin(g/dL) Kreatinin(mg/dL) Urik Asit(mg/dL) Total Protein(g/dL)

Sekil 4.7. Deney hayvanlarindan alinan serum 6rneklerine gore
Rutin Biyokimyasal analiz sonuglarinin degisimi
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4.3. SEM-EDX analiz sonuclari; SEM-EDX’la yapilan analizde C atomlarinin %
miktaria gore iki grup seklinde; birincisinde Si, P, S, Ca, V, Cr, Mn, Rb, Sr, Zr, Nb, Ag,
In, Sn, Bi olmak tizere 15 elementin, ikincisinde ise Na, Mg, Al, K, Fe, Co, Ni, Cu, Zn, As,
Se, Mo, Cd, Sb, Ba, Hg, Pb olmak iizere 17 elementin toplami 100 olacak sekilde kandaki
% dagilimin1 verdi. Her ne kadar elde edilen veriler 100°e gore hesaplanilsa da kantitatif
analiz degildir. Ciinkii yiizde degerleri segilen element sayisina gore hesaplanmaktadir. Bu
calismadaki verilerin amaci; kontrol grubu ile ila¢ gruplarn arasinda ayni sartlarda
elementlerin artma ve azalmalarin1 gozlemlemektir. Boylece SEM-EDX verileriyle kandaki

elementlerin tespitiyle ilgili 6n bir fikir elde edildi.
4.4. Enzim Aktivite analiz sonuglari; calismamizda her bir gruptan alti drnekte MDA,

SOD, CAT, GSH-Px ve protein analizleri yapildi. Yas doku (bobrek, beyin, karaciger) ve

kan serum Omeginden elde edilen analiz sonuglari Cizelge 4.2 ve 4.3’de verildi.
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Cizelge 4.2. Yas doku (bobrek, beyin, karaciger) ve kan serum 6rneginden elde edilen analiz sonuglar1 (n=6)

Serum Orneklerinde | Beyin Dokusunda | Bobrek Dokusunda | Karaciger Dokusunda
Enzim Aktivite Enzim Aktivite Enzim Aktivite Enzim Aktivite

Ortalama Sonuclar1 | Ortalama Sonuclar: | Ortalama Sonuclari | Ortalama Sonuglari
Kontrol Grubu |23,587 +20,306 ab [4,420+1,195 ab 95,768 £19,025 b |977,772 + 140,175 ¢
g/?ng Diazem 24,824+ 12,017 ab [3,972+0,595 a 82,369 £ 14,656 a |576,183 £129,676 a
Protein Diazem Tasiyicr | 15,452 +£ 15973 a 4,061 £1,091 a 91,155+ 13288 b |762,962+76,641 b
Dormicum 59,743 + 36,666 ¢ 5386+1,621 b 99,890+ 13,362 b |722,523+78,729 b

Dormicum Tasiyici [ 53,022 + 38,666 be  [4,724 + 0,666 ab 99,051 £11419 b 629,359+ 120,094 ab
Kontrol Grubu (50,251 + 14,657 b 10,416 2,442 b 47,582+ 16,097 a [71,377+7,364 a

SOD Diazem 43,122+ 7,156 ab [9,506 + 1,075 ab 63,318 43,585 b |76,336 £9,497 ab

U/mg Diazem Tasiyicr  |30,447 + 12,877 a 8302+1,421 a 53,021 £9,692 ab |73,709 +£12,369 ab
Protein Dormicum  [34339+£9590 a  [10394+1461 b  [52452+11297 ab |78,665+11999 b
Dormicum Tasiyic1 | 35,990 +£ 8,513 a 10,172 +£1423 b 52,402 £ 18,306 ab |[71,557+7,616 a

Kontrol Grubu |45,067 11,463 b 2424+1,048 b 12,967 +£2,410 ¢ (20,914 + 3,983 ab
GS/HH;PX Diazem 205174618 a  [1278+£0509 a  |10012+ 1,656 ab |17.875+6,702 a
Prote%n Diazem Tasiyicr | 64,641 + 13,731 ¢ 1,212+0,738 a 10,581 1,803 b 24,838 +£2,434 b
Dormicum 47,666 +6,341 b 0,826 0,636 a 9,178 + 0,583 a [24,555+2,085 b
Dormicum Tasiyic1 | 73,241 + 10,247 ¢ 1,406 +0,827 a 12,440 £ 1,655 ¢ |25,630+1,604 b

*Degerler ortalama ve (%) standart hata seklinde gosterildi (n=6). Ayni satir igerisinde farkli harfler ile belirtilen ortalamalar
istatistiksel olarak 6nemlidir (»p<0,05).
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Cizelge 4.3. Yas doku (bobrek, beyin, karaciger) ve kan serum 6meginden elde edilen analiz sonuglari (n=6)

Serum
Orneklerinde Beyin Dokusunda | Bobrek Dokusunda Karaciger
Enzim Aktivite Enzim Aktivite Enzim Aktivite Dokusunda Enzim
Ortalama Ortalama Ortalama Aktivite Ortalama
Sonuclari Sonuclari Sonuclari Sonuclari
Kontrol Grubu 3319+0517 b 4394+1576 b 2,234 +0,438 be 1,053 £0,335 a
MDA Diazem 3,047+ 1,116 b |3,647+1323 ab  |1,535+0464 2 |0946+0384 a
e Diazem Tasiyic1 | 1,782£0,146 a__ [2.896£0492 a_ |1,688£0241 a__ |1,063£0291 a
Dormicum 2,578 £0241 b 3,319 £ 0,465 ab 1,962 £ 0,169 ab 1,057 0,364 a
Dormicum Tasiyic1 [2,533 £0,537 b 2918+ 0,497 a 2,540+ 0,439 ¢ 1,468 £0,181 b
Kontrol Grubu 1,309 £ 0,050 a 4,054 £0,899 a 3,690 £ 0,560 a 5,370 £ 0,462 b
Protein Diazem 1,311 £0,078 a 4398 £0,376 ab 4426 +1,120 ¢ 4,560 £ 0,628 a
mg/mL Diazem Tasiyici 1,402+0,014 b 5,353+£0,154 ¢ 4385+0,576 ¢ 4,734 +£0,433 a
Dormicum 1,393 £0,048 b 4,814 £ 0,680 be 3,928 £ 0,192 ab 4,587 +0,503 a
Dormicum Tasiyic1 | 1,367 £ 0,064 ab 5,020 £ 0,564 ¢ 4,104 £ 0,698 be 4,591 +£0,551 a

*Degerler ortalama ve (%) standart hata seklinde gosterildi (n=20). Ayn1 satir igerisinde farkli harfler ile belirtilen ortalamalar
istatistiksel olarak 6nemlidir (»p<0,05).
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4.5. ICP-MS analiz sonuclari; yas doku ve serum 6reklerinde yapilan Na, Mg, Al, K,
Ca, V, Cr, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn, As, Se, Rb, Sr, Nb, Mo, Ag, Cd, Sn, Sb, Ba, Pb
elementleri i¢in elde edilen analiz sonuclart minimum diizeyi maksimum diizeyi
seklinde Cizelge 4.4, 4.5, 4.6 ve 4.7°de. Yapilan ¢alismada beyin, bobrek ve karaciger
dokularinda Co, Nb diizeyleri, serum omeklerinde ise Co, Ni, Ag, Cd, Sn diizeyleri
tayin smirmin altinda kaldigindan gozlemlenemedi. Her bir element diizeyinin doku ve
serum Orneklerindeki degisimlerine ait hazirlanan grafikleri siitunlar halinde rahat
gozlemleyebilmek amaciyla Sekil 4.8 ve 4.31°de verildi. Ayrica grafit firnli AAS de
tayin edilen Hg konsantrasyonlart Sekil 4.32°de verildi.

O Kontrol Grubu B Diazem O Diazem Tasiyic1 1 Dormicum B Dormicum Tastyici

700 -
600 -
500 -
400 -
300 +
200 +

Na konsantrasyonu(ppm)

100 ~

Serum Karaciger Bobrek Beyin

Sekil 4.8. ICP-MS ile serum ve yas dokuda bulunan Na(pug/g yas doku- pg/mL)
elementinin miktar degisimi
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B Kontrol Grubu B Diazem U Diazem Tastyict J Dormicum B Dormicum Tasiyict

140 -
120 -
100 -
80
60 |
40 -

Mg konsantrasyonu(ppm)

20 ~

Serum Karaciger Bobrek Beyin

Sekil 4.9. ICP-MS ile serum ve yas dokuda bulunan Mg(ug/g yas doku- pg/mL)
elementinin miktar degisimi

O Kontrol Grubu B Diazem O Diazem Tasiyici 1 Dormicum B Dormicum Tasiyict

3000 -

2500 -

2000 -

1500 -

1000 -

Al konsantrasyonu(ppb)

500 +

Serum Karaciger Bobrek Beyin

Sekil 4.10. ICP-MS ile serum ve yas dokuda bulunan Al(ng/g yas doku-ng/mL)
elementinin miktar degisimi
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Sekil 4.11. ICP-MS ile serum ve yas dokuda bulunan K(pg/g yas doku- pg/mL)

elementinin miktar degisimi
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Sekil 4.12. ICP-MS ile serum ve yas dokuda bulunan Ca(ug/g yas doku- pg/mL)

elementinin miktar degisimi
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Sekil 4.13. ICP-MS ile serum ve yas dokuda bulunan V(ng/g yas doku-ng/mL)
elementinin miktar degisimi
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Sekil 4.14. ICP-MS ile serum ve yas dokuda bulunan Cr(ng/g yas doku-ng/mL)
elementinin miktar degisimi
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Sekil 4.15. ICP-MS ile serum ve yas dokuda bulunan Mn(ng/g yas doku-ng/mL)
elementinin miktar degisimi
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Sekil 4.16. ICP-MS ile serum ve yas dokuda bulunan Fe(ng/g yas doku-ng/mL)
elementinin miktar degisimi
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Sekil 4.17. ICP-MS ile serum ve yas dokuda bulunan Ni(ng/g yas doku-ng/mL)
elementinin miktar degisimi
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Sekil 4.18. ICP-MS ile serum ve yas dokuda bulunan Cu(ng/g yas doku-ng/mL)
elementinin miktar degisimi
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Sekil 4.19. ICP-MS ile serum ve yas dokuda bulunan Zn(ng/g yas doku-ng/mL)

elementinin miktar degisimi
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Sekil 4.20. ICP-MS ile serum ve yas dokuda bulunan As(ng/g yas doku-ng/mL)

elementinin miktar degisimi
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Sekil 4.21. ICP-MS ile serum ve yas dokuda bulunan Se(ng/g yas doku-ng/mL)
elementinin miktar degisimi

O Kontrol Grubu B Diazem O Diazem Tastyict 1 Dormicum B Dormicum Tasiyict

3000 -

2500 -

2000 -

1500 -

1000 -

Rb konsantrasyonu(ppb)

500 +

Serum Karaciger Bobrek Beyin

Sekil 4.22. ICP-MS ile serum ve yas dokuda bulunan Rb(ng/g yas doku-ng/mL)
elementinin miktar degisimi
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Sekil 4.23. ICP-MS ile serum ve yas dokuda bulunan Sr(ng/g yas doku-ng/mL)
elementinin miktar degisimi
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Sekil 4.24. ICP-MS ile serum ve yas dokuda bulunan Nb(ng/g yas doku-ng/mL)
elementinin miktar degisimi
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Sekil 4.25. ICP-MS ile serum ve yas dokuda bulunan Mo(ng/g yas doku-ng/mL)
elementinin miktar degisimi

B Kontrol Grubu B Diazem U Diazem Tastyict 1 Dormicum B Dormicum Tastyict

25 ~
220 | =
S
=
g
S 15 4
g
E
g 10 4
£
]
=
< 5

ST T
0 : : -ii : = |_=_E_‘
Serum Karaciger Bobrek Beyin

Sekil 4.26. ICP-MS ile serum ve yas dokuda bulunan Ag(ng/g yas doku-ng/mL)
elementinin miktar degisimi
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Sekil 4.27. ICP-MS ile serum ve yas dokuda bulunan Cd(ng/g yas doku-ng/mL)
elementinin miktar degisimi
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Sekil 4.28. ICP-MS ile serum ve yas dokuda bulunan Sn(ng/g yas doku-ng/mL)
elementinin miktar degisimi
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Sekil 4.29. ICP-MS ile serum ve yas dokuda bulunan Sb(ng/g yas doku-ng/mL)
elementinin miktar degisimi
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Sekil 4.30. ICP-MS ile serum ve yas dokuda bulunan Ba(ng/g yas doku-ng/mL)
elementinin miktar degisimi
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Sekil 4.31. ICP-MS ile serum ve yas dokuda bulunan Pb(ng/g yas doku-ng/mL)
elementinin miktar degisimi
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Sekil 4.32. Grafit Firinli AAS ile serum ve yas dokuda bulunan
Hg(ng/g yas doku-ng/mL) elementinin miktar degisimi

97



Cizelge 4.4. Serum 6rneklerinde ICP-MS ile bulunan element konsantrasyonlari (n=5)

Kontrol Grubu Diazem Diazem Tasit| Dormicum | Dorm. Tasit
Na(ug/mL) | 10690-12910 | 10650-12220 [ 8200-10740 | 9426-12810 | 8832-12120
Mg(ng/mL) 86-119 100-132 82-120 79-121 75-107
Al(ng/mL) 1438-2423 1645-2946 1487-2968 1371-2096 1364-2835
K(ug/mL) 843-1832 856-1163 1292-2726 633-1108 772-1020
Ca(pg/mL) 280-407 297-370 226-318 283-359 258-363
V(ng/mL) 202-254 242-321 211-281 211-236 183-211
Cr(ng/mL) 6-79 3-14 4-16 2-15 0,4-15
Mn(ng/mL) 59-158 76-143 86-253 76-84 70-107
Fe(ng/mL) 10-95 0,8-12 0,4-10 2-7 4-10
Co(ng/mL) * * * * *
Ni(ng/mL) 32-97 * * * *
Cu(ng/mL) 4802-7177 5729-10300 | 3292-5691 2960-5832 [ 3255-5802
Zn(ng/mL) 3658-5411 3163-5593 3348-6389 | 2936-4498 | 3475-7033
As(ng/mL) 227-1998 73-335 216-1413 73-102 70-140
Se(ng/mL) 1504-1893 1313-1698 1303-1719 1369-1771 1479-1800
Rb(ng/mL) 1250-2632 1153-2225 1926-3684 1006-1619 989-1290
Sr(ng/mL) 226-405 264-351 193-236 227-259 174-247
Nb(ng/mL) 25-107 75-81 70-71 68-69 27-67
Mo(ng/mL) 72-324 58-339 28-67 30-200 20-70
Ag(ng/mL) 11-46 * * * *
Cd(ng/mL) 4-21 * * * *
Sn(ng/mL) * * * * *
Sb(ng/mL) 4-44 3-5 3-4 2-3,8 3-3,6
Ba(ng/mL) 799-1077 780-1001 748-1150 694-920 699-935
Pb(ng/mL) 29-103 29-59 48-87 28-62 36-72

*: tayin sinir1 altinda
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Cizelge 4.5. Beyin dokusunda ICP-MS ile bulunan element konsantrasyonlart (n=5)

Kontrol Grubu Diazem Diazem Tasit| Dormicum | Dorm. Tasit
Na(pg/g) 187-199 184-205 164-205 177-198 167-200
Mg(ng/g) 28-29 27-29 25-30 27-37 25-70
Al(ng/g) 282-479 244-455 210-341 253-394 230-397
K(ng/g) 626-674 611-658 552-650 609-623 547-662
Ca(pg/g) 12--27 12--16 12--20 16-33 19-103
V(ng/g) 6--10 6--14 6--12 5--8 4-9
Cr(ng/g) 6--16 4--7 4--15 4--7 5--10
Mn(ng/g) 67-84 57-69 55-98 56-75 56-76
Fe(ng/g) 3--4 2,9-3,2 2--7 2,8-3,5 2--4
Co(ng/g) * * * * *
Ni(ng/g) 7--17 3--12 4--10 3--8 3--19
Cu(ng/g) 454-599 460-608 489-565 421-567 415-658
Zn(ng/g) 1723-2084 1681-1941 1714-2036 1723-2043 1528-2077
As(ng/g) 11--20 11--17 11--18 14-17 11--28
Se(ng/g) 132-200 145-183 149-163 141-183 139-194
Rb(ng/g) 417-455 293-501 421-506 377-480 326-419
Sr(ng/g) 16-21 12--17 10--15 17-133 27-164
Nb(ng/g) * * * * *
Mo(ng/g) 6--8 6--8 6--8 5--7 4--7
Ag(ng/g) 0,1-0,8 0,01-0,1 0,03-0,07 0,5-1 0,1-1
Cd(ng/g) 0,004-0,06 0-0,06 0-0,01 0,03-0,1 0,03-0,6
Sn(ng/g) 1--8 2--6 2--3 1--2 1--2
Sb(ng/g) 0 0 0 0 0-0,04
Ba(ng/g) 108-201 110-179 116-158 136-711 164-985
Pb(ng/g) 2--4 2--5 2--3 4--12 11--39

*

-: tayin sinir1 altinda
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Cizelge 4.6. Bobrek dokusunda ICP-MS ile bulunan element konsantrasyonlari (n=5)

Kontrol Grubu Diazem Diazem Tasit| Dormicum | Dorm. Tasit
Na(pg/g) 274-288 229-291 256-349 244-281 243-301
Mg(ung/g) 29-35 32-39 32-36 32-38 32-36
Al(ng/g) 350-987 311-551 438-640 364-2893 1446-3075
K(ng/g) 375-462 425-466 391-477 412-471 376-423
Ca(pg/g) 18-24 21-30 18-21 21-37 30-85
V(ng/g) 20-26 17-36 20-33 17-38 16-35
Cr(ng/g) 6--15 8--14 6--23 7--9 11--42
Mn(ng/g) 119-147 109-126 133-152 126-152 124-151
Fe(ng/g) 15-20 10--16 13-19 12--17 11--39
Co(ng/g) * * * * *
Ni(ng/g) 2--11 8--21 3--9 5--16 14-59
Cu(ng/g) 1306-2680 973-1805 1173-2548 1328-2905 1750-3486
Zn(ng/g) 2691-2998 2926-3285 2979-3416 2822-3229 2893-3399
As(ng/g) 78-121 45-124 68-132 66-112 56-115
Se(ng/g) 276-322 311-351 316-380 277-330 279-334
Rb(ng/g) 659-992 545-1082 882-972 853-1126 659-861
Sr(ng/g) 21-120 22-43 20-25 26-77 46-108
Nb(ng/g) * * * * *
Mo(ng/g) 49-66 64-123 61-75 61-80 56-77
Ag(ng/g) 0,1-0,3 0,03-0,3 0,2-0,3 0,3-0,7 0,7-3
Cd(ng/g) 20-37 19-42 17-42 26-31 9--15
Sn(ng/g) 0,3-2 0,7-1 0,7-1 1--4 3--46
Sb(ng/g) 0,06-0,3 0,02-0,07 0,004-0,1 0,02-0,07 0,02-0,3
Ba(ng/g) 146-175 143-173 180-224 125-1090 280-1050
Pb(ng/g) 1--6 2--4 2--3 3--7 8--38

*

-: tayin sinir1 altinda
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Cizelge 4.7. Karaciger dokusunda ICP-MS ile bulunan element konsantrasyonlari (n=5)

Kontrol Grubu| Diazem Diazem Tasit | Dormicum | Dorm. Tasit
Na(pg/g) 118-167 105-172 117-142 113-164 119-145
Mg(ung/g) 37-48 42-44 40-44 113-164 119-145
Al(ng/g) 318-686 324-493 364-1201/386 347-530 358-581
K(ng/g) 527-604 594-633 558-616 520-627 551-604
Ca(pg/g) 15-28 19-26 18-49 18-23 17-19
V(ng/g) 10--21 9--12 9--12/10 9--10 8--10
Cr(ng/g) 5--8 6--12 6--12 6--71 5--10
Mn(ng/g) 440-518 250-362 387-462 358-454 364-502
Fe(ng/g) 36-58 24-54 40-50 45-51 38-79
Co(ng/g) * * * * *
Ni(ng/g) * 0,7-3 0,5-13/6 1--54 0,7-3
Cu(ng/g) 682-853 720-858 734-869 694-849 685-797
Zn(ng/g) 3569-4204 4381-5268 |3628-4500/3800| 3503-3970 | 3442-3873
As(ng/g) 86-207 91-265 84-162 79-243 88-148
Se(ng/g) 191-288 154-207 220-247/227 223-253 219-275
Rb(ng/g) 1343-1673 1037-1736 |1475-1706/1558| 1192-1843 1307-1508
Sr(ng/g) 17-45 19-32 18-60 19-31 21-33
Nb(ng/g) 9--11 * * * *
Mo(ng/g) 171-199 138-168 178-204 164-186 154-192
Ag(ng/g) 0,6-1,1 0,5-1,1 0,4-0,7 0,3-0,9 0,3-0,7
Cd(ng/g) 6--9 6--12 4--11/5 5--8 3--5
Sn(ng/g) 0,3-0,6 0,3-0,8 0,1-0,8 0,2-0,8 0,3-0,8
Sb(ng/g) 0,2-0,7 0,04-0,1 0,2-0,5 0,01-0,2 0,05-0,09
Ba(ng/g) 148-220 170-219 176-394/197 175-393 156-341
Pb(ng/g) 0,7-12 0,6-6 3--6 2--4 2--9

*

-: tayin sinir1 altinda
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4.6. GC-MS analiz sonuclari; SPE kullanilarak 6n islemden gegirilmis kan serum
ornekleri GC-MS cihazina verilerek elde edilen analiz sonuglar1 Sekil 4.33, 4.34, 4.35,
4.36 ve 4.37°de verildi.
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Sekil 4.33. Etken maddesi diazepam olan diazem ilacinin GC-MS analiz sonucu.
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Sekil 4.34. Etken maddesi midazolam olan dormicum ilacinin GC-MS
analiz sonucu.
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Sekil 4.35. Kontrol grubu deney hayvanlarindan alinan serum
orneklerinden elde edilen GC-MS analiz sonucu.
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Sekil 4.36. Diazem ilacinm verildigi deney hayvanlarindan alinan
serum Omeklerinden elde edilen GC-MS analiz sonucu.
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Sekil 4.37. Dormicum ilacinin verildigi deney hayvanlarindan alinan
serum Omeklerinden elde edilen GC-MS analiz sonucu.

4.7. IR analiz sonuclari; SPE kullanilarak 6n islemden geg¢irilmis kan serum
orneklerinden elde edilen spektrumlarda benzer fonksiyonel gruplardan dolay: belirgin
bir farklilik gézlemlenemedi. Dolayisiyla GC-MS’de elde edilen etken maddelerin

analizini  desteklemek amaciyla yapilan bu ¢alisma aydinlatict  olmadi.
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5) TARTISMA ve SONUC

5.1. ICP-MS sonuclari; Beyin, karaciger ve bobrek dokularindan 0,3-0,4 gram yas
doku, kan serum o6rneklerinden de 1 mL alinarak Na, Mg, Al, K, Ca, V, Cr, Mn, Fe, Co,
Ni, Cu, Zn, As, Se, Rb, Sr, Nb, Mo, Ag, Cd, Sn, Sb, Ba, Pb elementlerinin analizi
yapildi. Elde edilen sonuglar dokularda ng/g, pg/g, serumda ise ng/mL ve pg/mL
diizeylerinde bulundu. Yapilan ¢alisma sonunda elde edilen miktar Kruskal-Wallis
siralamal1 tek-yonlii varyans analizine ve Mann-WhitneyU testine gore istatiksel olarak
anlaml (p<0,05), anlamli olmayan (p>0,05) artma- azalma yorumlar yapild1. Ornek bir
istatistik tablosu EK 3 de.

Na; Yapilan caligmada Sekil 4.8.’¢ gore sodyum diizeyinin bulunma orani en fazla
serumda goriindii. Dokularda ise sirasiyla bobrek, beyin ve karacigerde sodyum
miktarinda azalma s6z konusudur. Deneyde kullanilan diazem ve dormicum ilaglarinin
ampul iceriklerinde sodyum bulundugundan tasiyict gruplarada ayni oranda sodyum
ilave edilen ¢ozelti verildi. Serum 6rneginde sodyum ilavesine ragmen her iki ilacin
verildigi hayvanlarda, her iki ilacin tasiyicist ve kontrol grubuna gore kismende olsa
sodyum diizeyinde istatiksel olarak anlamli olmayan(p>0,05) artis g6zlemlendi. Bobrek
dokusunda diazem ve diazem tasiyict gruplan arasinda istatiksel olarak anlaml
(»<0,032) artis gozlemlendi. Karaciger ve beyin dokularinda kontrol grubuna gore her
iki ilag grubunda da anlamli bir degisim olmadi (p>0,05).

Mg; Yapilan ¢alismada Sekil 4.9.’a goére magnezyum diizeyinin bulunma orani en fazla
karaciger dokusunda tespit edildi. Sirasiyla karaciger, bobrek, beyin ve serumda
magnezyum miktarinda azalma s6z konusudur. Karaciger dokusunda kontrol grubuna
gore diazem verilen grupta (p<0,014) anlamli artis, dormicum verilen grupta ise
(»<0,032) anlamli azalis s6z konusudur. Ayrica diazem ve dormicum ila¢ gruplarinda
kontrol grubuna gore istatiksel olarak anlamli (p<0,008) azalma gozlemlendi. Beyin,
bobrek dokular1 ve serum 6meklerinde kontrol grubuna gore her iki ila¢ grubunda da
anlamli bir degisim olmad1 (p>0,05).

Al; Yapilan ¢aligmada Sekil 4.10.’a gore aliiminyum diizeyinin bulunma orani en fazla
bobrek dokusunda tespit edildi. Sirasiyla bobrek, karaciger, beyin ve serumda
aliminyum miktarinda azalma s6z konusudur. Bobrek dokusunda kontrol grubuna gore

diazem verilen grupta (p<0,024) anlaml azalig, dormicum verilen grupta ise (p<0,024)
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anlamli artig vardir. Ayrica kontrol grubuna gore dormicum tastyici grubunda cok
belirgin (p<0,008) anlamli artis s6z konusudur. Beyin, karaciger dokulari ve serum
orneklerinde kontrol grubuna gore her iki ila¢ grubunda da anlamli bir degisim olmadi
(p>0,05).

K; Yapilan ¢alismada Sekil 4.11.°’e gore potasyum diizeyinin bulunma orani en fazla
beyin dokusunda tespit edildi. Sirasiyla beyin, karaciger, bobrek ve serumda potasyum
miktarinda azalma s6z konusudur. Beyin dokusunda kontrol grubuna gore her iki ilag
grubunda da (p<0,05) anlamli azalma belirlendi. Karaciger dokusunda kontrol grubuna
gore diazem verilen grupta (p<0,05) anlamli artma belirlendi. Bdbrek dokusunda
dormicum ile tasiyicit grubu arasinda istatiksel olarak (p<0,032) anlamli azalma soz
konusudur. Serum 6rmeginde ise kontrol grubuna gore her iki ilag grubunda da (p<0,05)
anlamli azalma gozlemlendi.

Ca; Yapilan calismada Sekil 4.12.’ye gore kalsiyum diizeyinin bulunma orani en fazla
bobrek dokusunda tespit edildi. Sirasiyla bobrek, karaciger, serum ve beyinde kalsiyum
miktarinda azalma s6z konusudur. Bobrek dokusunda kontrol grubuna gore her iki
ilagta da (p<0,004) anlamli artma oldu. Ayrica diazem ve tasiyict grubu arasinda
(»<0,016) anlamli azalma, dormicum ve tasiyict grubu arasinda (p>0,05) anlamli
olmayan artma s6z konusudur. Karaciger dokusunda kalsiyum diizeyi i¢in anlamli bir
degisim olmadi (p>0,05). Beyin dokusunda kontrol grubuna gore diazem verilen grupta
(p<0,01) anlamli azalma, dormicum verilen grupta ise (p<0,01) anlamli artma vardir.
Ayrica kontrol grubu ile dormicum tasiyici grubu arasinda (p<0,05) anlamli artma
vardir. Serum dmeginde ise diazem ve tasiyict grubu arasinda (p<0,032) anlamli azalma
gozlemlendi.

V; Yapilan ¢alismada Sekil 4.13.’e gore vanadyum diizeyinin bulunma orani en fazla
bobrek dokusunda tespit edildi. Sirasiyla bobrek, karaciger, serum ve beyinde
vanadyum miktarinda azalma séz konusudur. Serum 6meginde kontrol grubuna goére
diazem verilen grupta (p<0,004) anlamli artis oldu. Ayrica her iki ila¢ grubunda da
(»<0,016) anlamlh azalis oldu. Bobrek dokusunda vanadyum diizeyi i¢in anlamli bir
degisim olmadi (p>0,05). Beyin dokusunda kontrol grubuna gore diazem verilen grupta
(»<0,05) anlamli artis, dormicum verilen grupta ise azalis gozlemlendi. Karaciger

dokusunda da kontrol grubuna gore her iki ila¢ grubunda (p<0,011) anlamli azalis oldu.
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Cr; Yapilan c¢alismada Sekil 4.14.’¢ gore krom diizeyinin bulunma orani en fazla
bobrek dokusunda tespit edildi. Sirasiyla bobrek, beyin, karaciger ve serumda krom
miktarinda azalma s6z konusudur. Bobrek dokusunda her iki ilag grubu arasinda
(»<0,011) anlamli azalis; kontrol grubuna gore ise diazemde artma, dormicumda
azalma oldu. Ayrica dormicum ile tasiyict grubu arasinda c¢ok belirgin (p<0,008)
anlamli artis s6z konusudur. Beyin ve karaciger dokularinda krom diizeyi i¢in anlaml
bir degisim olmadi (p>0,05). Serum 6meginde ise kontrol grubuna gore hem her iki ilag
gruplarinda hem de tastyici gruplarinda (p>0,05) anlamli olmayan azalis s6z konusudur.
Mn; Yapilan ¢aligmada Sekil 4.15.’e gore mangan diizeyinin bulunma orani en fazla
karaciger dokusunda tespit edildi. Sirasiyla karaciger, bobrek, beyin ve serumda
mangan miktarinda azalma s6z konusudur. Karaciger dokusunda kontrol grubuna goére
her iki ilag grubunda istatiksel olarak anlamli azalma oldu (diazem i¢in(p<0,008),
dormicum i¢in(p<0,032)). Beyin dokusunda kontrol grubuna goére diazem verilen grupta
(»<0,05) anlamli azalis oldu. Bobrek dokusunda kontrol grubuna gore her iki ilag
grubunda (»p<0,024) anlamli azalma gozlemlendi. Serum 6rneginde ise mangan diizeyi
i¢cin anlamli bir degisim olmadi (»p>0,05).

Fe; Yapilan ¢alismada Sekil 4.16.’ya gore demir diizeyinin bulunma orani en fazla
karaciger dokusunda tespit edildi. Sirasiyla karaciger, bobrek, beyin ve serumda demir
miktarinda azalma s6z konusudur. Serum Orneginde ve bobrek dokusunda kontrol
grubuna gore her iki ilag grubunda anlamli azalma gozlemlendi (serum igin (p<0,003),
bobrek i¢in (p<0,039)). Beyin ve karaciger dokularinda ise demir diizeyi i¢in anlamli
bir degisim olmadi (p>0,05).

Ni; Yapilan ¢aligmada Sekil 4.17.’ye gore nikel diizeyinin bulunma orani en fazla beyin
dokusunda tespit edildi. Sirasiyla beyin, bobrek, serum ve karacigerde nikel miktarinda
azalma sz konusudur. Bobrek dokusunda kontrol grubuna gore her iki ilag grubunda
(p<0,008) anlaml1 artma gozlemlendi. Ayrica ilag gruplariyla tastyici gruplart arasinda
da (»<0,032) anlamli degismeler gozlemlendi (diazem ile tasiyicisi arasinda azalma,
dormicum ile tasiyicisi arasinda artma). Beyin dokusunda kontrol grubuna gore
dormicum verilmis grupta (p<0,016) anlaml1 azalis s6z konusudur. Karaciger dokusu ve

serum O6meginde ise nikel diizeyi i¢in anlamli bir degisim olmadi (p>0,05).
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Cu; Yapilan ¢aligmada Sekil 4.18.’¢ gore bakir diizeyinin bulunma orani en fazla
bobrek dokusunda tespit edildi. Sirasiyla bobrek, karaciger, beyin ve serumda bakir
miktarinda azalma s6z konusudur. Serum 6meginde kontrol grubuna gore diazemde
(»<0,042) anlaml1 artma, dormicumda (p<0,042) anlaml1 azalma oldu. Bobrek, beyin ve
karaciger dokularinda ise bakir diizeyi i¢in anlamli bir degisim olmadi (»p>0,05).

Zn; Yapilan calismada Sekil 4.19.’a gore ¢inko diizeyinin bulunma orani en fazla
karaciger dokusunda tespit edildi. Sirasiyla karaciger, bobrek, beyin ve serumda ¢inko
miktarinda azalma s6z konusudur. Karaciger dokusunda kontrol grubuna gore diazemde
(»<0,006) anlamli artma, dormicumda (p<0,006) anlamli azalma oldu. Ayrica her iki
ilag grubu arasinda da (p<0,008) anlamli azalma s6z konusudur. Beyin dokusu ve
serum Orneginde ¢inko diizeyi i¢in anlamli bir degisim olmadi (p>0,05). Bobrek
dokusunda ise kontrol grubuna gore her iki ilacinda verildigi gruplarda (p>0,05)
anlamli olmayan artma gézlemlenmistir.

As; Yapilan ¢alismada Sekil 4.20.’ye gore arsenik diizeyinin bulunma orani en fazla
karaciger dokusunda tespit edildi. Sirasiyla karaciger, bobrek, beyin ve serumda arsenik
miktarinda azalma s6z konusudur. Serum 6rneginde kontrol grubuna gore her iki ilag
grubunda da (p<0,001) anlamli azalma oldu. Karaciger, bobrek ve beyin dokularinda
ise arsenik diizeyi i¢in anlamli bir degisim olmad1 (p>0,05).

Se; Yapilan ¢alismada Sekil 4.21.’e gore selenyum diizeyinin bulunma orani en fazla
bobrek dokusunda tespit edildi. Sirastyla bobrek, karaciger, beyin ve serumda selenyum
miktarinda azalma s6z konusudur. Bobrek dokusunda kontrol grubuna gore her iki ilag
grubunda da (p>0,05) anlamli olmayan diazem i¢in artma, dormicum i¢in azalma oldu.
Karaciger dokusunda kontrol grubuna gore her iki ilag grubunda (p<0,024) anlamh
azalma oldu. Beyin dokusu ve serum O6meginde ise selenyum diizeyi i¢in anlamli bir
degisim olmadi (»p>0,05).

Rb; Yapilan ¢alismada Sekil 4.22.”ye gore rubidyum diizeyinin bulunma orani en fazla
karaciger dokusunda tespit edildi. Sirasiyla karaciger, bobrek, beyin ve serumda
rubidyum miktarinda azalma s6z konusudur. Karaciger, beyin ve bobrek dokularinda
rubidyum diizeyi i¢in anlamli bir degisim olmadi (p>0,05). Serum drneginde ise kontrol

grubuna gore her iki ilag grubunda (p<0,006) anlamli azalma oldu.
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Sr; Yapilan ¢alismada Sekil 4.23.°e gore stronsiyum diizeyinin bulunma orani en fazla
bobrek dokusunda tespit edildi. Sirasiyla bobrek, karaciger, beyin ve serumda
stronsiyum miktarinda azalma s6z konusudur. Bobrek dokusunda kontrol grubuna gore
diazemli gruptaki azalis, dormicumlu gruptaki artis istatiksel olarak (p<0,006)
anlamlidir. Beyin dokusunda kontrol grubuna goére diazemli gruptaki azalis,
dormicumlu gruptaki artis istatiksel olarak (p<0,001) anlamhidir. Beyin ve bdbrek
dokularinin aksine serum orneginde kontrol grubuna gore diazemli gruptaki artis,
dormicumlu gruptaki azalis istatiksel olarak (»p<0,008) anlamlidir. Karaciger dokusunda
ise stronsiyum diizeyi i¢in anlamli bir degisim olmadi (»p>0,05).

Nb; Yapilan calismada Sekil 4.24.’e gbre niobyum diizeyinin bulunma orani en fazla
karaciger dokusunda tespit edildi. Sirasiyla karaciger ve serumda niobyum miktarinda
azalma s6z konusudur. Bobrek, karaciger ve beyin dokularinda niobyum diizeyi igin
anlamli bir degisim olmadi (p>0,05). Serum Omeginde ise kontrol grubuna gore
diazemli gruptaki artis, dormicumlu gruptaki azalis istatiksel olarak (»p<0,009)
anlamlidir.

Mo; Yapilan calismada Sekil 4.25.’e gore molibden diizeyinin bulunma orani en fazla
karaciger dokusunda tespit edildi. Sirasiyla karaciger, bobrek, serum ve beyinde
molibden miktarinda azalma s6z konusudur. Beyin ve bobrek dokularinda molibden
diizeyi i¢in anlamli bir degisim olmadi (p>0,05). Karaciger dokusunda ve serum
orneginde kontrol grubuna gore her iki ila¢ grubunda (karaciger i¢in (»p<0,014), serum
icin (»<0,004)) anlaml1 azalma s6z konusudur. Ayrica diazem ve tasiyict grubu arasinda
da istatiksel olarak (»p<0,016) anlaml1 azalma oldu.

Ag; Yapilan calismada Sekil 4.26.’ya gore glimiis diizeyinin bulunma orani en fazla
karaciger dokusu ve serumda tespit edildi. Bobrek dokusunda giimiis diizeyi igin
anlamli bir degisim olmazken (p>0,05) kontrol grubuna goére dormicum tasiyict
grubunda cok belirgin (»p<0,008) anlaml1 artis s6z konusudur. Karaciger, beyin dokulari
ve serum Orneginde giimiis diizeyi i¢in anlamli bir degisim olmadi (p>0,05).

Cd; Yapilan calismada Sekil 4.27.’ye gore kadmiyum diizeyinin bulunma orani en fazla
bobrek dokusunda tespit edildi. Sirasiyla bobrek ve karacigerde kadmiyum miktarinda
azalma sz konusudur. Karaciger, beyin dokular1 ve serum 6rneginde kadmiyum diizeyi

icin anlaml1 bir degisim olmad1 (p>0,05). Bobrek dokusunda ise kontrol grubuna gore

108



diazemli gruptaki artis, dormicumlu gruptaki azalig istatiksel olarak (p<0,015)
anlamlidir.

Sn; Yapilan ¢aligmada Sekil 4.28.°e gore kalay diizeyinin bulunma orani en fazla beyin
dokusunda tespit edildi. Sirasiyla beyin, serum, karaciger ve bobrekte kalay miktarinda
azalma s6z konusudur. Karaciger dokusu ve serum 6rneginde kalay diizeyi i¢in anlamh
bir degisim olmadi (p>0,05). Beyin dokusunda kontrol grubuna gore her iki ilag
grubunda da (p<0,044) azalma olmustur. Bobrek dokusunda ise diazemli grupla
dormicumlu grup arasinda (p<0,032) anlamli degisim gozlemlendi.

Sb; Yapilan ¢alismada Sekil 4.29.’a gore antimon diizeyinin bulunma oran1 en fazla
karaciger dokusunda ve serumda tespit edildi. Beyin, bobrek dokulari ve serum
orneginde antimon diizeyi i¢in anlamli bir degisim olmadi (p>0,05). Karaciger
dokusunda ise kontrol grubuna gore her iki ilag grubunda da (p<0,033) anlamli azalma
s6z konusudur.

Ba; Yapilan calismada Sekil 4.30.’a gore baryum diizeyinin bulunma orani en fazla
karaciger dokusunda tespit edildi. Sirasiyla karaciger, bobrek, beyin ve serumda
baryum miktarinda azalma s6z konusudur. Beyin ve bobrek dokularinda kontrol
grubuna gore diazemli gruptaki azalis, dormicumlu gruptaki artis istatiksel olarak
(beyin i¢in (p<0,008), bobrek (p<0,017)) anlamlidir. Karaciger dokusu ve serum
orneginde ise baryum diizeyi i¢in anlamli bir degisim olmadi (p>0,05).

Pb; Yapilan c¢alismada Sekil 4.31.’¢ gore kursun diizeyinin bulunma orani serum,
karaciger ve bobrekte yaklasik olarak esit miktarlarda tespit edilmistir. Beyin
dokusunda kursun diizeyi az miktardadir. Karaciger dokusu ve serum 6meginde kursun
diizeyi i¢in anlamli bir degisim olmad1 (p>0,05). Bobrek dokusundaki kontrol grubuna
gore diazemli gruptaki azalig, dormicumlu gruptaki artis istatiksel olarak (p<0,006)
anlamlidir. Ayrica kontrol grubuna gore dormicum tastyici grubundaki ve dormicum ile
tasiyict grubu arasindaki artis istatiksel olarak (p<0,008) anlamlidir. Beyin dokusunda
ise kontrol grubuna gore her iki ila¢ grubunda da (p<0,001) anlamli artma soz
konusudur. Ayrica diazem ve tastyici grubu arasindaki istatiksel olarak (p<0,032)
anlamli azalig s6z konusuyken dormicum ve tasiyict grubu arasinda (p<0,016) anlaml

artis oldu.
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5.2. Grafit Firinh AAS’de civa elementinin sonucu;

Hg; Yapilan ¢alismada Sekil 4.32.’ye gore civa diizeyinin bulunma orani en fazla
bobrek dokusunda tespit edildi. Sirasiyla bobrek, karaciger, beyin ve serumda civa
miktarinda azalma s6z konusudur. Beyin, karaciger, bobrek dokularinda ve serum

orneginde civa diizeyi i¢in anlamli bir degisim olmad1 (p>0,05).

5.3. Rutin Biyokimyasal analiz sonuglari; yapilan calismada elde edilen analiz
sonuclart Kruskal-Wallis siralamali tek-yonlii varyans analizine ve Mann-WhitneyU
testine gore istatiksel olarak anlamli (»p<0,05), anlamli olmayan (p>0,05) artma- azalma
yorumlari yapildi.

Glukoz; Yapilan ¢aligmada (Sekil 4.6.) kontrol grubuna gore her iki ila¢ grubunda da
istatiksel olarak (»p>0,05) anlaml1 olmayan azalma oldu.

Kolesterol; Yapilan ¢alismada (Sekil 4.6.) kontrol grubuna gore diazem ilaci verilen
gruptaki artig, dormicum ilaci verilen gruptaki azalis (p>0,05) anlamli degildir.

AST; Yapilan calismada (Sekil 4.6.) kontrol grubuna gore diazem ilac1 verilen gruptaki
artig, dormicum ilac1 verilen gruptaki azalis istatiksel olarak (p<0,008) anlamlidir.
ALT; Yapilan ¢calismada (Sekil 4.6.) kontrol grubuna gore diazem ve dormicum verilen
ila¢ gruplarindaki azalma istatiksel olarak (»>0,05) anlaml1 degildir.

Trigliserid; Yapilan ¢alismada (Sekil 4.6.) kontrol grubuna gore diazem ve dormicum
verilen ilag¢ gruplarindaki azalma istatiksel olarak (p>0,05) anlaml1 degildir.

Bun; Yapilan ¢alismada (Sekil 4.6.) kontrol grubuna gore diazem ve dormicum verilen
her iki ilag¢ gruplarindaki artis istatiksel olarak (p>0,05) anlamli degildir.

Albumin; Yapilan ¢alismada (Sekil 4.7.) kontrol grubuna gore diazem ve dormicum
verilen ilag gruplarindaki azalma istatiksel olarak (»<0,002) anlamlidur.

Kreatinin; Yapilan ¢aligmada (Sekil 4.7.) kontrol grubuna gore diazem ve dormicum
verilen ilag¢ gruplarindaki azalma istatiksel olarak (p>0,05) anlaml1 degildir.

Urik Asit; Yapilan calismada (Sekil 4.7.) kontrol grubuna gore diazem ilaci verilen
gruptaki artis, dormicum ilact verilen gruptaki azalig istatiksel olarak (p<0,012)
anlamlidir.

Total Protein; Yapilan calismada (Sekil 4.7.) kontrol grubuna gore her iki ilag

grubundaki azalma istatiksel olarak (»<0,013) anlamlidur.
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5.4. MDA ve Enzim Aktivite sonuglary; yapilan calismada elde edilen sonuglar
arasindaki farklarin istatiksel onem diizeyleri ‘One way ANOVA (Analysis of
variances)’ testi ve ‘DUNCAN” post testiyle belirlenmistir.

Viicudumuzun metabolizmasmin merkezi olarak bilinen karacigere digaridan
aldigimiz ksenobiyotik ilaclarin degisime ugradigi temel dokudur. Yapilan ¢aligmada
MDA diizeyinde dormicum ilacinin tasiyict grubunda kontrol ve diger gruplara gore
anlamli bir artig goriildii (»p<0,05). Bu sonu¢ dormicum ilacmin tasiyici grubunda belli
oranda oksidatif stresi indiikledigi ile agiklanabilinir. CAT aktivitesinde kontrol
grubunda diger tim gruplara gore anlamli artis oldu (p<0,05). Dormicum ilacinin
tastyict ve diazem ilacinin verildigi gruplarda, diazem ilacinin tasiyict ve dormicum
ilacinin verildigi gruba gore istatiksel olarak anlamli diisiis gézlemlendi. Bu durum
kontrol grubu disindaki gruplarda serbest radikal hasarinin olabilecegi ile
aciklanabilinir. SOD aktivitesinde kontrol grubunun disindaki gruplarda belirli oranda
artma gorlilmekle beraber istatiksel olarak anlamli degildir. GSH-Px aktivitesinde ise
kontrol grubuna gére diazem ilacinin verildigi gruptaki diisiis hari¢ diger gruplarda artis
istatiksel olarak anlamli goriilmiistiir.

Beyin dokusunda MDA diizeyinde diazem ve dormicum ilaci verilen grupta kontrol
grubuna gore anlamli bir degisim olmadi (p>0,05). Buna karsin ilaglarin tasiyici
gruplarinda anlamli bir diislis gézlemlendi (p<0,05). Bu dozdaki ilag uygulamasinin
beyin dokusunda lipid peroksidasyonuna yol agmadigi goriilmiistiir. Enzim aktivitesi
sonuclarimizda CAT ve SOD degerlerinde degisimler olmamakla birlikte bu degisimler
istatiksel olarak anlamli ¢ikmadi. GSH-Px aktivitesinde ise kontrol grubundaki enzim
aktivitesi diger tim gruplara gore anlamli bir yiikselis gosterdi (p<0,05). GSH-Px deki
bu degisim hiicre diisiik konsantrasyonunda hidrojen peroksit olustugu durumlarda bu
enzimin gorev aldigi bilgisiyle olusmaktadir.

Bobrek dokusunda MDA diizeylerinde diazem ilac1 ve diazem ilacinin tasiyici
gruplarinda kontrol grubuna gore anlamli diisiis gézlemlendi (p<0,05). Dormicum ilact
verilen grupta ise MDA diizeyi kontrolle istatiksel olarak ayni grupta yer aldi
Dormicum ilacinin tastyict grubu MDA diizeyi bakimindan kontrolle istatiksel olarak
ayni grupta yer alirken kendi ilacina yani dormicuma gore istatiksel olarak anlamli artig

gozlemlenmistir. MDA diizeylerinden elde edilen sonuca gore lipid peroksidasyonunda
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anlamli yiikselis olmadi. Enzim aktivitesi sonuclarimizda CAT ve SOD degerlerinde
degisimler olmamakla birlikte bu degisimler istatiksel olarak anlamli ¢ikmadi. GSH-Px
aktivitesinde ise kontrol grubu en yiiksek aktivite gosterirken diger gruplardaki aktivite
dormicum ilacinin tastyici grubu harig istatiksel olarak anlamli azalig gosterdi.

Serum o6rneginde MDA diizeyi, diazem ilacinin tasiyict grubundaki diisiis harig¢
diger gruplar istatiksel olarak ayni grupta yer aldi. CAT aktivitesinde dormicum ilac1 ve
dormicum ilacmin tastyict gruplarinda diger gruplara gore yaklasik 2-3 kat bir
indiiksiyon goriinmektedir ve bu istatiksel olarak anlamlidir. SOD enzim aktivitesi
kontrol grubu ve diazem ilacinin verildigi grup istatiksel olarak ayni gruptayken diger
gruplardaki diisiisler kontrole gore anlamlidir (p<0,05). CAT ve SOD sonuglarinin ilag
ve tastyict gruplarinda kan parametrelerinde serbest radikal olusumu diizeyinde bir
degisiklik ortaya koydugunu gostermektedir. GSH-Px sonuglarimizda ise kontrol ve
dormicum ilacinin verildigi gruplar istatiksel olarak birbirine benzerken diazem ilacinin
verildigi grupta anlaml azalig (p<0,05), diazem ilacinin tasiyicit ve dormicum ilacinin
tastyici gruplarinda ise anlamli artis goriildii (»p<0,05).

[lag uygulamalari ile hem dokularda hem de serumda enzim aktivitesi ve MDA
diizeylerinde degisimler gozlemlenmistir. Bu degisimlerin tamami birbiriyle paralel
olmamakla birlikte belli Ol¢iide serbest radikal olusumuna neden olduguyla
aciklanabilir. Ayrica ilaglarin etkisini daha net goriilebilmesi i¢in hem farkli dozlarda

hem de kronik uygulama siirecinin daha uzun olmas1 gerektigi sonucuna varildi.

5.5. CAT, SOD ve GSH-Px enzimleriyle kofaktor olarak gorev alan metal
diizeylerinin degisimi; yapilan ¢alismada, serum 6rneginde kontrol grubuna gore her
iki ilacinda verildigi gruplar arasinda demir diizeyinde istatiksel olarak anlamli azalma
(»<0,002) s6z konusuyken, CAT enzim aktivitesinde ise anlamli degisme olmadi.
Kontrol grubu ile diazem verilen grup arasinda selenyum ve GSH-Px diizeyinde
istatiksel olarak anlamli azalma ((p<0,015), (p<0,004)) oldu. Ayrica her iki ilag gruplar
arasinda GSH-Px diizeyinde istatiksel olarak kontrol grubuna gore diazemli grupta
anlamli azalis (»<0,002), dormicumlu grupta ise anlamli artis (»p<0,002) oldu. SOD
enzim aktivitesinde kontrol grubu ile dormicum verilen grup arasinda istatiksel olarak

anlamli azalis (p<0,04), ¢inko diizeyinde ise istatiksel olarak anlamli olmayan (p>0,05)
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azalis s6z konusudur. Diazemli grup ile tasiyict grubu arasinda SOD diizeyinde
istatiksel olarak anlamli azalis (p<0,04) olurken c¢inko diizeyinde istatiksel olarak
anlamli olmayan (p>0,05) artis oldu. Ayrica her iki ilag gruplar1 arasinda SOD
diizeyinde istatiksel olarak kontrol grubuna gore anlamli olmayan (p>0,05) azalis s6z
konusudur.

Beyin dokusunda kontrol grubu ile diazem verilen grup arasinda demir diizeyinde
istatiksel olarak anlamli olmayan (p>0,05) azalma oldu. Bu iki grup arasinda GSH-Px
diizeyinde istatiksel olarak anlamli azalig (p<0,04) s6z konusuyken, kontrol grubu ile
diazem tasiyici grubu arasinda istatiksel olarak anlamli olmayan (p>0,05) azalis oldu.
Calisilan diger ilag grubu olan dormicum ile kontrol grubu arasinda GSH-Px diizeyinde
istatiksel olarak anlamli artis (»p<0,015) s6z konusuyken, kontrol grubu ile dormicum
tasiyici grubu arasinda istatiksel olarak anlamli olmayan (p>0,05) artis oldu.

Beyin dokusunda mangan diizeyinde kontrol grubu ile diazem verilen grup arasinda
istatiksel olarak anlamli azalma (p<0,015) vardir.

Karaciger dokusunda CAT enzim aktivitesinde kontrol grubu ile her iki ilag gruplar
arasinda istatiksel olarak anlamli azalis (diazem i¢in; p<0,004, dormicum i¢in; p<0,026)
oldu. Diger yandan her iki ila¢ gruplar1 arasinda CAT enzim aktivitesinde istatiksel
olarak kontrol grubuna gore anlamli olmayan azalis (p>0,05) s6z konusudur. Ayrica her
iki ilacin tasiyict gruplari arasinda CAT enzim aktivitesinde kontrol grubuna gore
istatiksel olarak anlaml azalis (»p<0,026) s6z konusuyken, demir diizeyinde ise kontrol
grubuna gore istatiksel olarak anlamli olmayan (p>0,05) diazem tasiyict grubunda
azalma dormicum tasiyici grubunda da artma oldu.

Karaciger dokusunda mangan diizeyinde kontrol grubu ile her iki ilag gruplan
arasinda istatiksel olarak anlamli azalma (diazem ig¢in; p<0,002; dormicum igin;
p<0,015), ¢inko diizeylerinde ise diazemli grupta anlaml artma (p<0,026) dormicumlu
grupda da anlamli azalma (p<0,015) oldu. Ayrica her iki ilag gruplar1 arasinda mangan
diizeyinde kontrol grubuna gore istatiksel olarak anlamli azalma (p<0,004) s6z konusu
olup, ¢inko diizeyinde ise kontrol grubuna gore istatiksel olarak anlamli (»p<0,002)
diazemli grupta artma, dormicumlu grupta ise azalma oldu.

Karaciger dokusunda diazemli grup ile tastyicisi arasinda mangan diizeyinde

kontrol grubuna gore istatiksel olarak anlamli (»p<0,002) diazemli grupta azalma,
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diazem tastyici grubunda ise artma olmustur. Ayni gruplar arasinda ¢inko diizeyinde ise
kontrol grubuna gore istatiksel olarak anlamli (»p<0,026) diazemli grupta artma, diazem
tastyic1 grubunda ise azalma oldu.

Karaciger dokusunda kontrol grubu ile dormicum verilen grup arasinda GSH-Px
diizeyinde istatiksel olarak anlamli olmayan (p>0,05) artma varken her iki ilag¢ gruplar
arasinda GSH-Px diizeyinde kontrol grubuna gore istatiksel olarak anlamli (p<0,026)
diazemli grupta azalma, dormicumlu grupta ise artma oldu. Ayrica kontrol grubu ile
dormicum verilen grup arasinda selenyum diizeyinde istatiksel olarak anlamli artma
(»<0,038) vardir.

Karaciger dokusunda diazemli grup ile tasiyicisi arasnda GSH-Px diizeyinde
kontrol grubuna gore istatiksel olarak anlamli (»p<0,015) diazemli grupta azalig, diazem
tasiyici grubunda ise artis s6z konusudur.

Bobrek dokusunda kontrol grubu ile her iki ilag gruplar arasinda demir diizeyinde
istatiksel olarak anlamli azalma (diazem i¢in; p<0,004, dormicum i¢in; p<0,026) oldu.
Ayrica diazemli grup ile tastyicist arasinda da istatiksel olarak anlamli artma ( p<0,015)
vardir. CAT enzim aktivite diizeyinde her iki ilag grubu arasinda istatiksel olarak
anlamli olmayan (p>0,05) kontrol grubuna gore diazemli grupta azalma, dormicumlu
grupta ise artma olurken bu iki ilag grubu arasinda demir diizeyinde de kontrol grubuna
gore istatiksel olarak anlamli azalma (p<0,041) oldu. GSH-Px diizeyinde kontrol grubu
ile her iki ilag¢ gruplan arasinda istatiksel olarak anlamli azalma (diazem i¢in; p<0,026,
dormicum igin; p<0,002) olurken bu iki ilag grubu arasinda selenyum diizeyinde de
kontrol grubuna gore istatiksel olarak anlamli (p<0,041) diazemde artma,
dormicumluda azalma vardir. Ayrica kontrol grubu ile diazem ve diazem tasiyici
gruplar arasinda selenyum diizeyinde istatiksel olarak anlamli artma (diazem igin;
p<0,041, diazem tasiyici i¢in; p<0,006) s6z konusudur.

Bobrek dokusunda kontrol grubu ile her iki ilag gruplart arasinda ¢inko diizeyinde
istatiksel olarak anlamli artma (diazem ig¢in; p<0,015, dormicum igin; p<0,041)
olmustur. Mangan diizeyinde ise her iki ila¢ grubu arasinda kontrol grubuna gore
istatiksel olarak anlamli azalma (p<0,002) s6z konusudur. Kontrol grubu ile diazem
verilen grup arasinda mangan diizeyinde istatiksel olarak anlamli azalma (p<0,004)

vardir. Ayrica diazem ile tastyici grubu arasinda da mangan diizeyinde istatiksel olarak
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anlamli (p<0,002) kontrol grubuna gore diazemli grupta azalma, tasiyict grubunda
artma s6z konusudur.

Yapilan ¢alismada doku ve serumdaki biyokimyasal olarak 6l¢tiiglimiiz enzimlerin
kofaktor olarak gorev alan (Fe, Mn, Zn, Se) metal diizeylerinde yukarida bahsedildigi
tizere istatiksel olarak anlamli degisimler goriildii. Enzim aktivitelerinde de degisimler
goriilmekle beraber bu degisimler metal diizeyindeki degisimlerle tam anlamiyla
paralellik sergilememektedir. Bunun nedeni metal diizeylerindeki ilag uygulamayla
birlikte meydana gelen degisimlerin normal degerler skalasi i¢inde olmasmdan
kaynaklanabilir. Buna ilaveten dokulardaki serbest ve bagli metal diizeyinin ayr1 ayri
saptanmast enzim aktivitesindeki degisimlerin daha dogru yorumlanmasimna katki

sagliyacagi asikadir.

5.6. GC-MS ile elde edilen etken madde sonuglari; yapilan calismada elde edilen
sonuclara gore, ilaglarda bulunan etken maddeler bire bir aynen kalmayip viicuda
enjekte edildiginde yapilarin degistigi gozlemlendi. Yapiyr aydinlatmak amaciyla
oncelikli olarak deneyde kullanilan ilaglar 6rneklere uygulanan 6n islemlere maruz
birakilip GC-MS’leri alindi. Sonrasinda gercek Orneklerin spektrumlari alinarak
karsilagtirma yapildi.

Diazepam; eclde edilen Sekil 4.33°deki spektruma gore 6,65. dak. da kiitlece %0,03
goriilen 2- metilthio-4-(p-aminofenil)-3H-1,5-benzodiazepin piki diazem ilacinda
bulunan etken maddedir. Ampul seklinde piyasadan satin alman ilacm ¢dzgeninde
bulunan benzil alkol 20,96. dak. kiitlece %25,67 gozlemlendi. Ayrica 34,94. dak. da
kiitlece %34,94 benzenkarboksilik asit tespit edildi.

Midazolam; elde edilen Sekil 4.34’deki spektruma gore 7,72. dak. kiitlece %0,17
goriilen 1H-Indole piki etken maddeye aittir.

Kontrol Grubu; her hangi bir ilag ve tasiyici verilmeyip normal bir sekilde beslenen
deney hayvanlarindan aliman kan Orneklerinin serumlart elde edilip 6n isleme tabi
tutulduktan sonra GC-MS leri alind1. Elde edilen Sekil 4.35°deki spektruma gore 30,10.
dak. da kiitlece %81,00 benzenkarboksilik asit piki gézlemlendi.

Diazepam verilen grup; alti hafta boyunca giinde 2 doz diazem ilac1 verilen deney

hayvanlarindan alman kan drneklerinin serumlari elde edilip 6n igleme tabi tutulduktan
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sonra elde edilen GC-MS spektrumu Sekil 4.36’da. 25,05.- 25,46.- 25,81.- 25,93.-
26,19. dakikalarinda toplam kiitlece %97,34 1H-Benzimidazol ve 30,11. dak. da kiitlece
%1,36 benzenkarboksilik asit pikleri gozlemlendi.

Midazolam verilen grup; alt1 hafta boyunca giinde 2 doz dormicum ilac1 verilen deney
hayvanlarindan alman kan drneklerinin serumlari elde edilip 6n igleme tabi tutulduktan
sonra elde edilen GC-MS spektrumu Sekil 4.37°de. 22,20. ve 22,46. dakikalarinda
toplam kiitlece %0,52 Benzamit ve 30,11. dak. da kiitlece %0,89 benzenkarboksilik asit

pikleri gézlemlendi.

Benzodiazepinler ve metabolitleri tim viicuda ve oOzellikle limbik sistem
hipotalamus, talamus ve serebrospinal siviya dagilirlar. Birgogu plazma proteinlerine
baglanir ve idrarla disart atilirlar [123].

Benzodiazepinler anesteziyolojide de yaygin kullanim alanit bulmus ilaglardir.
Giivenli amnezi, asint sedasyona yol agmaksizin anksiyeteyi azaltmalari, operasyon
sirasinda kullanilacak narkotik dozunun azaltilmasina olanak saglamalari nedeniyle
hem preanestezik medikasyonda hem de cerrahi anestezi boyunca sik¢a kullanilirlar
[124].

Benzodiazepin doz asiminda solunum depresyonu, koma, nobet ve hatta olim
gozlenebilir [18].

Iz elementler hiicrelerin gogalmalari igin gerekli olan amino asitlerin ve proteinlerin
sentezlerinde, besin ihtiyaglarinin giderilmesinde, hiicre solunumunda, mevcut ve yeni
olusmus hiicrelerin zar yapilarinin saglamliginda 6nem tasimaktadirlar.

Cinko antioksidan etkili bir enzim olan siiperoksit dismutazin ve dokular1 serbest
radikallerin zararli etkilerinden koruyan metallotiyoneinlerin yapisinda yer alir [125].
Bagirsaklardan emilen ¢inko, transferrine bagli olarak karacigere taginir [126]. Yapilan
calismada her iki ilacm verildigi gruplarin serumlarindaki ¢inko miktar1 ayniyken,
Diazem ilac1 verilen grupta karaciger dokusunda istatiksel olarak anlamli (p<0,008)
artts oldu. Bu durum bagirsaklarda dormicum ilact kullanan kisiye gore diazem
kullanan hastada ¢inko emiliminin daha fazla oldugu anlamima gelebilir. Cinkonun yara
iyilesmesindeki etkileri Lavy [127] ile Pories ve ark [128]'nmin ¢aligmalariyla

gosterilmistir. Yara iyilesmesinde, ¢inkonun kollajen metabolizmasii ilgilendiren
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cesitli basamaklarda 6nemli rolleri vardir. Yapilan calismaya gore Diazem kullanan
seker hastalart i¢in bu durum avantaj olacaktir. Biliyiime ve gelisme geriligi, ¢inko
eksikliginin en énemli bulgularidir [127]. Yapilan ¢alismaya gore gelisme ¢aginda olan
hastalarda dormicum ilac1 kullanilmamasi yararl olabilir.

Kan tire azotu ve kreatinin diizeylerindeki yiikselme veya kreatinin klirensindeki
azalma ile bobrek yetmezligi tanisi kolaylikla konur [129]. Yapilan ¢alismada her iki
ilac1 kullanan deney hayvanlarindan alinan serum orneklerinde BUN degerlerinde
kontrol grubuna gore artma oldu. Ayrica Kronik bobrek yetmezligi olan hastalar
ozellikle diyaliz hastalar1 aliminyum birikimi riski tasirlar [129]. Ayrica ¢alismada
karaciger dokusunda her iki ila¢ grubunda aliiminyum miktarinda anlamli olmayan
(p>0,05) artma goézlemlendi. Demir eksikligi ve aluminyun fazlalig1 kronik bobrek
yetmezligine neden olmaktadir [130]. Kontrol grubuna gore her iki ila¢ grubunda da
demir eksikligi hem serum Omeklerinde istatiksel olarak anlamli (p<0,003) hem de
bobrek dokularinda istatiksel olarak anlamli (p<0,039) gozlemlendi. Uzun siireli ve
yiiksek dozlarda diazem ve dormicum kullaniminin kronik bobrek yetmezligine neden
olabilir.

ICP-MS analiz sonuglarma gore her iki ilag grubunda serum 6megindeki krom
miktarinda kontrol grubuna gore istatiksel olarak anlamli (p>0,05) olmayan azalma sz
konusuyken rutin biyokimyasal analiz sonuglarma gore de glukoz ve trigliserid
sonuclarinda istatiksel olarak anlamli (p>0,05) olmayan azalma s6z konusudur. Kan
glukoz konsantrasyonunun normal diizeni ig¢in krom gerekli bir eser elementtir.
Sicanlardaki deneysel krom eksikligi azalmis glukoz toleransma ve sonunda diyabet’e
benzeyen bir duruma neden olur [131].

Serum o6rneklerinde istatiksel olarak anlamli olmayan (p>0,05) ¢inko degerlerinin
degismeyip magnezyum degerinin artmasi tipl diyabetle agiklanabilinir.

Uzun siireli serum kalsiyum diizeyinin diisiik olmas1 katarakta, mental depresyona
ve diger psikiyatrik semptomlara neden olabilir [132]. Yapilan ¢alismada dormicum
verilen grupta kalsiyum diizeyinde istatiksel olarak anlamli olmayan (p>0,05) diisme
gozlemlendi.

Karaciger hastaligi kronik hepatitten siroza dogru ilerledik¢e serum ¢inko

konsantrasyonlar1 azalirken, Cu konsantrasyonlar1 ise artar [133]. Yapilan ¢aligmada
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serum Ormeklerinde diazem ve dormicum verilen gruplarda istatiksel olarak anlaml
olmayan (p>0,05) ¢inko diizeyinde azalma, bakir diizeyinde ise diazem grubu igin
istatiksel olarak anlamli (p<0,042) artma gozlemlendi.

Mangan viicutta baslica karaciger ve bobreklerde depo edilir. Lipid ve karbonhidrat
metabolizmasina, hiicre fonksiyonlarina ve hiicre zarinin yapimina katilir. Diyette fazla
miktarda manganez bulunmasit kandaki yag asitleri kompozisyonunu degistirir:
kolesterol ve kandaki yaglar artar. Karaciger ve kalbin normal fonksiyonlart etkilenir
[134, 135, 136]. Yapilan calismada literatiirlerde oldugu gibi karacigerdeki Mn
degerleriyle kolesterol arasinda istatiksel olarak anlamli ters dogru oranti vardir.
Diazem verilende kolesterol degeri artmis Mn degeri azalmis. Dormicum verilende
kolesterol degeri azalmis karacigerde Mn degeri artmis olarak gozlemlendi.

Kronik karaciger hastaliginda diisiik serum selenyum diizeyleri karaciger hasarinin
patogenezinde Onemlidir. Bu element toksik oksijen radikallerinin diizeyini kontrol
etmede Onemli role sahiptir [137]. Karaciger sirozunda serum diizeyi yapilan
calismalarda diisiik bulunmustur [137, 138, 139]. Yapilan ¢alismada da serum selenyum
diizeyini kontrollere gore her iki ila¢ grubunda da istatiksel olarak anlamli (p>0,05)
olmayan diisiis olarak saptadik. Diisiik serum selenyum diizeyi karaciger hastaligmin
evresi ve albumin diizeyi ile iligkilidir. Thuluvath ve arkadaslarinin [140] ¢aligmasinda
da serum selenyum ile albumin diizeyleri arasinda dogru orantili iligkili bulunmustur.
Selenyum metabolizmas1 karacigerde olmaktadir. Karaciger hastaligi selenyum
diizeyini etkilemektedir [139]. Selenyum antioksidan etkiye sahiptir ve hiicre
membranlari toksik oksijen metabolitlerinin zararli etkilerinden korurlar [137, 141]. Bu
nedenle selenyum ve albumin diizeyinin diisiikliigii karaciger hastaligmin ilerlemesinde
onemli olabilir.

Karaciger dokusu agir metallerin tasinmasinda ve detoksifikasyonunda gorev yapan
metal baglayici proteinler ve buna benzer proteinlerin baslica sentez yerlerinden biri
oldugu i¢in, kadmiyum detoksifikasyonundaki islevi olduk¢a fazladir. Buna ragmen,
kadmiyum birikim diizeyi bakimindan o&zellikle kronik c¢alismalarda, karaciger
dokusuna oranla birikimin en fazla bobrek dokusunda oldugu belirtilmistir [142, 143,
144, 145]. Yapilan ¢alismada kadminyum birikim diizeyi diger ¢alisanlarin bilgileriyle
ortiismektedir.
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MDA, hiicre lipitlerin okside edilerek yapilarinin bozulmasi sonucu olusan ana
metabolittir ve lipit peroksidasyonu triinlerinin %40’1n1 ifade etmekle beraber lipit
peroksidasyonunun bir indeksi olarak kabul edilmektedir [146]. Yapilan ¢alismada
karaciger dokusunda MDA diizeyinde dormicum ilacinin tastyic1 grubunda kontrol ve
diger gruplara gore anlamli bir artig goriildii (p<0,05). Bu sonu¢ dormicum ilacinin
tasiyic1 grubunda belli oranda oksidatif stresi indiikledigi ile agiklanabilinir.

Kursun bir tlir ndrotoksindir ve anormal beyin ve sinir sistemi fonksiyonlarina
sebep olmaktadir. Cocuklar iizerinde yapilan arastirmalarda kanda kursun miktar
arttikca IQ seviyesinin distiigli tespit edilmistir. Diger taraftan kursun norotoksik
ozelliginden dolay1 sinir sisteminde iletimin azalmasina da yol agmaktadir. Yapilan
calismada kontrol grubuna gore diazem verilen grupta istatiksel olarak anlamli olmayan
(p>0,05), dormicum verilen grupta ise istatiksel olarak anlamli (p<0,03) artis soz
konusudur.

Yapilan ¢alismada elde edilen sonuglara gore;

B Diazem ve dormicum verilen seker hastalarinda Zn ve Cr diizeylerindeki
degisimden dolay1r yaralardaki hizli iyilesme, hastadaki glukoz degerlerindeki
azalmayla rahatlama sagladigina kanaat getirilebilir. Dolayisiyla bu ilaglarin
kullanim1 avantaj olabilir.

B Magnezyum mineralin eksikligi; yorgunluk, kas spazmlari, zihin karisikligy,
istahsizlik, uykusuzluk gibi belirtilerle ortaya ¢ikar. Dormicum ilacinin kullanimiyla
Mg diizeyinde azalma oldu.

B Calismamizda Al diizeyi azalip Ca ve K diizeylerinin arttigi goriilmiistiir.
Aluminyun fazlaligi kronik bobrek yetmezligine neden olmaktadir, uzun siireli
dormicum kullanimi tehlikeli olabilir.

B Uzun siireli serum kalsiyum diizeyinin diisiik olmasi katarakta, mental depresyona
ve diger psikiyatrik semptomlara neden olabilir. Calismamizda dormicum
kullanimiyla Ca diizeyi azaldu.

B Cocuklar iizerinde yapilan arastirmalarda kanda kursun miktar1 arttikca IQ
seviyesinin distiigii tespit edilmistir. Yaptigimiz calismada beyin dokusunda
kontrol grubuna gore diazem verilen grupta istatiksel olarak anlamli olmayan,

dormicum verilen grupta ise istatiksel olarak anlamli artis oldu.
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Hastada her iki ila¢ kullanimi zorunlu ise demir diizeyindeki azalma gbz Oniinde
bulunarak hastaya ayrica kan yapici ilag takviyesi yapilmasit da uygun olabilir.
Yaptigimiz ¢aligmada karacigerdeki Mn degerleriyle kolesterol arasinda istatiksel
olarak anlaml ters dogru oranti vardir. Diazem verilende kolesterol degeri artmis
Mn degeri azalmis. Dormicum verilende kolesterol degeri azalmis karacigerde Mn
degeri artti.

Her iki ilacin uzun siireli kullaniminda selenyum ve albumin diizeyinin diistikliigii
nedeniyle karaciger dokusunda hasara neden olabilir.

Demir eksikligi ve aluminyun fazlaligi kronik bobrek yetmezligine neden
olmaktadir. Uzun siireli ve yiliksek dozlarda diazem ve dormicum kullaniminin
kronik bobrek yetmezligine neden olabilir.

Karaciger hastaligi kronik hepatitten siroza dogru ilerledikge serum ¢inko
konsantrasyonlar1 azalirken, Cu konsantrasyonlart ise artar. Yapilan ¢alismada
serum Orneklerinde diazem ve dormicum verilen gruplarda istatiksel olarak anlaml
olmayan ¢inko diizeyinde azalma, bakir diizeyinde ise diazem grubu igin istatiksel
olarak anlamli artma oldu.

Kadmiyum birikim diizeyi bakimindan 6zellikle kronik c¢alismalarda, karaciger
dokusuna oranla birikimin en fazla bobrek dokusunda oldugu belirtilmistir.
Yaptigimiz calismada kadminyum birikim diizeyi diger calisanlarin bilgileriyle
ortiismektedir. Ilerleyen yaslarla bobrek ve kemiklerde 6nemli problemlere neden
olmaktadir.

[lag uygulamalari ile hem dokularda hem de serumda enzim aktivitesi ve MDA
diizeylerinde degisimler gézlemlenmistir. Bu degisimlerin tamami birbiriyle paralel
olmamakla birlikte belli Olgiide serbest radikal olusumuna neden olduguyla
aciklanabilir. Ayrica ilaglarin etkisini daha net goriilebilmesi igin hem farkli
dozlarda hem de kronik uygulama siirecinin daha uzun olmas1 gerektigi sonucuna
varildi

Yapilan ¢alismada doku ve serumdaki biyokimyasal olarak ol¢tiigiimiiz enzimlerin
kofaktor olarak gorev alan (Fe, Mn, Zn, Se) metal diizeylerinde istatiksel olarak
anlamli degisimler goriildii. Enzim aktivitelerinde de degisimler goriilmekle beraber

bu degisimler metal diizeyindeki degisimlerle tam anlamiyla paralellik
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sergilememektedir. Bunun nedeni metal diizeylerindeki ila¢ uygulamayla birlikte
meydana gelen degisimlerin normal degerler skalasi ic¢inde olmasindan
kaynaklanabilir. Buna ilaveten dokulardaki serbest ve bagli metal diizeyinin ayr
ayrt saptanmasi enzim aktivitesindeki degisimlerin daha dogru yorumlanmasina

katk1 saglayacaktir.

121



6) KAYNAKLAR
[1] MW  McKim, ‘“‘Drugs and Behavior’’, An Introduction to Behavioral
Pharmacology, Forth Edition, Prentice-Hall, Inc., New Jersey, 2000.

[2] PM Carvey, ‘‘Drug Action in the Central Nervous System’’, New York, Oxford
University Pres., 1998, p.123—-150.

[3] GJ Reves, PSA Glass, DA LubWarsky, ‘‘Nonbarbiturate Intravenous Anesthetics’’,
IN: Anesthesia, Sth. Ed. Miller RD (Ed), Philadelphia, Churchill Livingstone, 2000,
p.228-72.

[4] SF Malamed, ‘‘Pharmacology’’, In: Sedation A guide to patient management,
Malamed SF(Ed), Missouri, Mosby Company, 1989, p.330-379.

[5] M Lazzaroni, GB Porro, Preparation, premedication and surveillance, Endoscopy,
30, (1998); 53—-60.

[6] JG Whitwam, Ma D ‘‘Pharmacology’’, In: Principles and Practice of Sedation, 1st
ed, Whitwam JG, McCloy RF (eds), United Kingdom, Blackwell Science, 1998,
p.8-54

[7] Z Kayhan, ‘‘Klinik Anestezi’’, 2. Baski, Logos Yayincilik Tic., 1997.

[8] E Mutschler, G Geisslinger, HK Kroemer und M Schaferkorting, (2001), Mutschler,
Arzneimittelwirkungen: Lehrbuch Der Pharmakologie Und Toxikologie. 8. Aufl.,
Wissenschaftliche Verlagsgesellschaft, Stuttgart.

[9] IT Uzbay, Madde Bagimlilig1, Silahli Kuvvetler Dergisi, 399, (2009); 99-115.

[10] IT Uzbay, Madde bagimlihgi ve Hiperikum perforatum 'un madde bagimlilig
lizerine etkileri, Fitoterapi, (2009).

[11] IT Uzbay, ‘‘Noropsikofarmakoloji’’, Rasyonel Ilag Kullanimi, Istanbul Medikal
Yaymcilik, istanbul, 2007.

[12] IT Uzbay, ES Akarsu, SO Kayaalp, Effects of flumazenil (Ro 15-1788) on ethanol
withdrawal syndrome in rats, Arzneim Forsch-Drug, 45, (1995); 120-124.

[13] Tiirk Eczacilart Birligi Yaymi/ Meslek i¢i Siirekli Dergisi, MISED, Aralik (2009)
Say: 21-22.

[14] JCM Brust, ‘‘“Neurological Aspects of Substance Abuse’’, Second Edition,
Elsevier Butterworth Heinemann, Philadelphia, PA, 2004.

[15] R Noyes, MJ Garvey, BL Cook, PJ Perry, Benzodiazepine withdrawal, J. Clin.
Psychiatry, 49: 10, (1988); 382-389.

122



[16] E Schweiser, K Rickels, G Case, DJ Greenblatt, Carbamazepine Treatment In
Patients Discontinuing Long-Term Benzodiazepine Therapy - Effects On
Withdrawal Severity And QOutcome, Archives of General Psychiatry, 48: 5,
(1991); 448-452.

[17] LG Miller, DJ Greenblatt, JG Barnhill, RI Shader, Chronic Benzodiazepine
Administration 1. Tolerance is Associated With Benzodiazepine Receptor Down-
Regulation and Decreased Gamma-Aminobutyric Acida Receptor Function, J.
Pharma. and Experimental Therapeutics, 246:1, (1988); 170-176.

[18] P Gaudreault, J] Guay, RL Thivierge, | Verdy, Benzodiazepine poisoning-Clinical
and pharmacological considerations and treatment, Drug Safety, 6:4, (1991);
247-265.

[19] U Khanderia, SK Pandit, Use of Midazolam Hydrochloride in Anesthesia, Clinical
Pharmacy, 7, (1987); 533-547.

[20] JW Dundee, JF Nunn, JE Utting, BR Brown, Pharmacology of Intravevous
anesthetics and Hypnotics, General Anesthesia, 5 th Ed. Butterworth and Co. Ltd.
Cornwall 1989; 115-134.

[21] J Shapira, A Kupietzky, A Kadari, AB Fuks, G Holan, Comparison of oral
midazolam with and without hydroxyzine in the sedation of pediatric dental,
Pediatric Dentistry, 26: 6, (2004); 492-496.

[22] LJ Peterson, AT Indresano, RD Marciani, SM Roser, ‘‘Principles of Oral and
Maxillofacial Surgery’’, Vol 111, J.B.Lippincott Comp., Philadelphia, 1992.

[23] ES Karakas, AT Demirylirek, Genel Anestezikler. Farmakoloji Ders Kitab1 1.
Baski, Ankara, Gazi Kitapevi, 2000; 238-256.

[24] A Nilsson, Pharmacokinetics of Benzodiazepines and Their Antagonist, Balliere’s
Clinical Anesthesiology, 53, (1991); 615-634.

[25] HR Vinik, JG Reves, D Nixon, Midazolam Induction and Emergence in Renal
Failure Patients, Anesthesiology, 55, (1981); 262.

[26] JWC Peereboom, General aspects of trace elements and health, The Science of
the Total Environment, 42: (1-2), (1985); 1-27.

[27] F Kargin, K Seyrek, A Bildik, S Aypak, Determination of levels of zinc, copper,
calcium, phophorus and magnesium of chios ewes in the Aydin Region, Turkish
Journal of Veterinary Animal Sciences, 28: 3, (2004); 609-612.

[28] S Alexander, Minerals, Trace Elements and Human Health, 4th Edition, Life

Sciences Pres, Tacoma, Washington, 1995. (Translated editions in Dutch (1995),
Chinese (Mandarin) (1996), and Indonesian (Bahasa) (1996).

123



[29] H Delhez, HW Prins, L Prinsen, CJA Vandenhamer, Autoradiographic
demonstration of the copper-accumulating tissues in mice with a defect
homologous to Menkes’ Kinky hair disease, Pathol. Res. Pract., 178:1, (1983);
48-50.

[30] ME Reusser, DA Mccarron, Micronutrient effects on blood pressure regulation,
Nutrition Reviews, 52:11, (1994); 367-375.

[31] SC Buxaderas, R Farrerovira, Whole blood and serum copper levels in relation to
sex and age, Rev Esp De Fisiol., 42:2, (1986); 213-217.

[32] LS Chawla, PN Verma, VK Puri, Study of trace elements Zn, Fe, Cu, Mg in normal
healthy population, J. Assoc. Phys. India., 3, (1982); 41-47.

[33] R Braithwaite, ‘‘Clinical aplications of trace element analysis’’, Regional
Laboratory for Toxicolgy and SAS Trace Element Service, City Hospital,
Birmingham, 2004.

[34] LE Feinendegen, K Kasperek, ‘“Medival aspects of trace element research’’, In:
Bratter P, Schramel P (Eds), Trace element analytical chemistry in Medicine and
Biology, Berlin, Walter de Gruyter & Co, 1980, p.1-36.

[35] Who Food Additives Series: 24, Toxicological Evaluation of Certain Food
Additives and Contaminants, Cabridge.,

[36] JL Greger, MJ Baier, Excretion and Retention of Low or Moderate Levels of
Aluminum By Human Subjects, Food and Chemical Toxicology, 21:4 (1983);
473-71.

[37] S Blumenthal, D Lewand, A Sochanik, DH Petering, Inhibition of Na+-Glucose
Cotransport in Kidney Cortical Cells By Cadmium and Copper: Protection By
Zinc, Tox. and App. Pharm., 129:2,(1994); 177-187.

[38] Kirli Su El Kitabi, Devlet Su Isleri Genel Miidiirliigii, Ankara, 1975.

[39] Y Sanli, S Kaya, Veteriner Klinik Toksikoloji, 2. Baski. Medisan Yaymevi,
Ankara, 1995.

[40] J Pistl, I Mikula, I Krupicer, J Snirc, The Influence of Heavy Metal Emissions and
Fasciola Hepatica Infestation on The Immunogenicity of a Listeria Vaccine, Vet.
and Hum. Toxicol., 37:2, (1995), 110-112.

[41] CN Niederman , D Blodgett , D Eversole , GG Schurig , CD Thatcher , Effect of

Copper and Iron on Neutrophil Function and Humoral Immunity of Gestating Beef
Cattle., J Am Vet Med Assoc., 204:11, (1994); 1796-1800.

124



[42] ND Grace, J Lee, Effect of Co, Cu, Fe, Mn, Mo, Sc and Zn Supplementaion on The
Elemental Content of Soft Tissues and Bone in Sheep Grazing Ryegrass White
Clover Pasture, New Zeland J. Agr. Res., 33:4, (1990); 635-647.

[43] www.aof.anadolu.edu.tr/kitap/EHSM/1222/unitel 7.pdf

[44] A Niemi, ER Venalainen, T Hirvi, J Hirn, E Karppanen, The Lead, Cadmium and
Mercury Concentrations in Muscle, Liver and Kidney from Finnish Pigs and Cattle
During  1987-1988, Zeitschrift Fur Lebensmittel-Untersuchung Und-
Forschung, 192:5, (1991); 427- 429.

[45] JU Skaare, NH Markussen, G Norheim, S Haugen, G Holt, Levels of
Polychlorinated Biphenyls, Organochlorine Pesticides, Mercury, Cadmium,

Copper, Selenium, Arsenic, and Zinc in the Harbor Seal, Phoca Vitulina in
Norwegian Waters, Environ Pollution, 66: 4, (1990); 309-324.

[46] World Health Organization, Principles and Methods for Assesing Direct
Immunotoxicity Associated with Exposure to Chemicals Criteria No. 180, 1995.

[47] EW Taylor, The Examination of Waters and Water Supplies (Thresh, Beale and
Suckiing), Seventh Edition, London, 1958.

[48] icme Sulan, TS 266/Haziran 1984 (Nisan 1986, Son degisiklik 1996).

[49] R Parada, S Gonzalez, E Bergqvist, Industrial Polution with Copper and Other
Heavy Metals in a Beef Cattle Ranch, Vet. and Hum. Toxicol., 29:2, (1987); 122-
126.

[50] N Koizumi, Y Inoue, R Ninomiya, D Fujita, T Tsukamoto, Relationship of
Cadmium Accumulation to Zinc or Copper Concentration in Horse Liver and
Kidney, Environ. Res., 49:1, (1989); 104-114.

[51] http://www.epa.gov/epaoswer/hazwaste/minimize/cadmium.pdf

[52] www.mhilmieren.com/digersayfalartez.doc

[53]TARC, Ninth Report on Carcinogens, Cadmium and Cadmium Compounds, Known
to be human carcinogen, First Annual Report on carcinogens as Reasonably

Anticipated to be Human Carcinogens (1998); 1-8.

[54] HA Schroeder, Chromium deficiency in rats: a syndrome simulating diabetes
mellitus  with retarded growth, Journal Nutr., 88, (1966); 439-445.

[55]J Barret, PO Brien, Chromium (II1) and the glucose tolerance factor, Polyhedron,
4, (1985); 1-14.

125



[56] RA Levine, DHP Streeten, RJ Doisy, Effects of oral chromium supplementation on
the glucose tolerance of elderly human subjects, Metabolism, 17, (1968), 114.

[57] VIK Liu, JS Motris, Relative chromium response as an indicator of chromium
status, Am Journal Clinical Nutr., 31, (1978); 972.

[58] HA Schroeder, The role of chromium in mammalian nutrition, Am J Clin Nutr.,
21, (1968); 230.

[59] RT Mossop, Effects of chromium (Ill) on fasting glucose, cholesterol and
cholesterol HDL levels in diabetics, Cent Afr J Med., 29, (1983); 80.

[60] ET Tuormaa, Chromium, Selenium, Copper and other Trace Minerals in Health
and Reproduction, The Journal of Orthomolecular Medicine, 15:3, (2000).

[61] B Earley , RJ Fallon , M Murray , JA Farrell, Immunological and haematological
responses in calves supplemented with organic chromium and offered different
calf milk replacers, Irish Journal of Agricultural And Food Research,
41:1, (2002); 87-93.

[62] http://www.atsdr.cdc.gov/toxprofiles/phs5.html

[63] RD Grubbs, ME Maguire, Magnesium as a regulatory cation: Criteria and
evaluation, Magnesium, 6, (1987); 113-27.

[64] GA Quamme, Renal magnesium handling: New insights in understanding old
problems. Kidney Int., 52, (1997); 1180-95.

[65] BT Altura, BM Altura, A Gebrewold, Magnesium-Deficiency, Noise Stress And
Hypertension - Correlation Between Magnesium Levels And Microcirculatory
Changes Invivo, Federation Proceedings, 44: (1985); 1129-1129.

[66] T Bohmer, A Rosetha, H Holm, Bioavailability of oral magnesium

supplementation in female students evaluated from elimination of magnesium in
24-hour urine, Magnessium And Trace Elements, 9: (1990); 272-278.

[67] JE Scoble, P Sweny, Z Varghese, ] Moorhead, Investigating hypomagnesaemia,
The Lancet, 1: (1987); 276.

[68] ME Shils, Experimental human magnesium deficiency, Medicine, 48: (1969 ); 61-
85.

[69] J Alary, G Carrera, Y Lamboeuf, C Escrieut, Cadmium Induced Alterations of

Chlorpropham Metabolism in Isolated Rat Hepatocytes, Toxicology., 59:2, (1989);
211-223.

126



[70] World Health Organization, Cadmium, Environmental Health Criteria No. 134.
Geneva., (1992).

[71] Z Cobanoglu, Genel Cevre Sagligi Bilgisi, ISBN975-7572-72-6, Hatiboglu
Yaymlari, Ankara, (1995).

[72] TOX Probe. Nickel and its compounds. Ten Carcinogens in Toronto 1993; B- 27-35.

[73] Suda Azot Kimyasi ve Devri, J. Am. Water Works Association, Vol. 62, (1970).

[74] World Health Organization, Adler. P, Fluorides and Human Health,, Geneva,
(1970).

[75] PG Murphy, JR Bennett, DS Myers, MJ Davies, JG Jones, The Effect of Propofol
Anesthesia on Free Radical-Induced Lipid Peroxidation in the Rat Liver, Eur J
Anaesthesiol., 10(4): (1993); 261-266.

[76] A Fassoulaki, K Andreopoulou, G Williams, C Pateras, The Effect of Single and
Repeated Doses of Thiopentone and Fentanyl on Liver Function in the Rat,
Anaesth Intensive Care., 14(2): (1986); 145-147.

[77] T Okutomi, K Nomto, K Nakamura, F Goto, Autogenous Production of Hydroxyl
Radicals From Thiopental, Acta Anaesthesiol Scand., 39(3): (1995); 338-342.

[78] D Bayram, Sican Karacigeri Uzerine Tiyopental Sodyum, Propofol, Etomidate ve
Midazolam Isimli Anestezik Maddelerin Etkisinin Isik Mikroskobik Diizeyde
Incelenmesi, Stileyman Demirel Universitesi, yiiksek lisans tezi, 2005.

[79] D Bagchi, M Bagchi, EA Hassoun, SJ Stohs, In vitro and In vivo Generation of
Reactive Oxygen Species, DNA Damege and Lactate Dehydrogenase Leakage by
Selected Pesticides, Toxicology, 104: (1-3), (1995); 129-140.

[80] S Bachowski, KL Kolaja, Y Xu, CA Ketcham, DE Stevenson, Walborg EF Jr, JE
Klaunig, Role of Oxidative Stres in the: Mechanism of Dieldrin’s Hepatotoxicity,
Annals of Clinical and Laboratory Science, 27:3, (1997); 196-208.

[81] C Data, J Gupta, A Sarkar, D Sengupta, Effects of Organophosphorus Insecticide
Phosphomidon on Antioxidant Defence Components of Human Erythrocyte and
Plasma, Indian Journal of Experimental Biology., (1992); 352-354.

[82] MB Kazang, Antioksidan Vitaminler, Sendrom, 7: (1997); 14-23.

[83] I Akkus, Serbest Radikaller ve Fizyopatolojik Etkileri, Mimoza Yayinlari, Konya,
1995.

127



[84] RJ Reiter, Functional Aspects of the Pineal Hormone Melatonin in Combating Cell

and Tissue Damage Induced by Free Radicals, European Journal of
Endocrinology. 134: (1996); 412-420.

[85] HH Draper, M Hadley, Malondialdehyde Determination as Index of Lipid
Peroxidation, Methods Enzymol., 186: (1990); 421-431.

[86] KH Cheeseman, TF Slater, An Introduction to Free Radical Biochemistry, Br.
Med. Bull., 49(3): (1993); 479-480.

[87] T Isbir, Antioksidan Sistemler, izmir Tabib Odasi Tipta Temel Bilimler Kolu
Sonbahar Okulu, 1994; 92-98.

[88] SL Marklund, Analysis of Extracellular Superoxide Dismutase in Tissue
Homogenates and Extracellular Fluids, Methods Enzymol., 186: (1990); 260-
265.

[89] B Halliwell, Free Radical, Antioxidants and Human Disease: Curiosity, Cause,
Consequence, The Lancet., 344: (1994); 721-724.

[90] Y Niwa, K Ishimato, T Kanoh, Induction of Superoxide Dismutase in Leukocytes
by Paraquat: Correlation with Age and Possible Predictor of Longevity, Blood, 76:
(1990); 835-841.

[91] P Merry , M Grootveld , J Lunec, DR Blake, Oxidative Damage To Lipids Within
The Inflamed Human Joint Provides Evidence Of Radical-Mediated Hypoxic-
Reperfusion Injury, American J. Clinical Nutrition, 53:1, (1991); 362-369.

[92] Y Kobayaski, Y Ishigame, T Usui, Superoxide Dismutase Activity of Human
Granulocytes and Lymphocytes, The Lancet., 16: (1977); 865-866.

[93] JE Spallholz, Selenium and Glutation Peroxidase: Essential Nutritient and
Antioxidant Component of the Immun System, Adv. Exp. Med. Biol., 262: (1990);
145-158.

[94] M Repetto, RJ Ginestal, JR Vicente, F Yelamos, A Lardelli, Acute Intoxication by
Endosulfan, J. Toxicology., 30(4): (1992); 575-583.

[95] JP Rambabu, MB Rao, Effect of an Organochlorine and Three Organophosphate

Pesticides on Glucose. Glycogen, Lipid and Protein Contens in Tissues of The
Frehswater Snail Bellamya Dissimilis, Bull Environ Contam Toxicol., 53(1):
(1994); 142-148.

[96] J Debleecker, D Lison, KV Abeele, J Willems, J Reuck, Acute and Subacut
Organophosphate Poisoning in Rat, Neuro Toxicology, 15(2): (1994); 341-348.

128



[97] PJ Bushnell, KL Kelly, TR Ward, Repeated Inhibition of Cholinesterase by
Chlorpyrifos in Rats: Behavioral, Neurochemical and Phamacological Indices of
Tolerance, J. Pharmacol Exp Ther., 270(1): (1994); 15-25.

[98] A Brezeziski, Melatonin in Humans, The New England Journal of Medicine,
336(3): (1997); 186-195.

[99] http://www.forumsci.co.il/HPLC/spe_abic.pdf/

[100] M Zief, “‘Solid Phase Extraction for Sample Preparation’’, Phillipsburg: JT
Baker, 2005.

[101] D Stevenson, Immuno-affinity solid-phase extraction, J. Chromatogr. B —Analy.
Techno. Bio. Life Sciences, 745:1, (2000); 39-48.

[102] IM Rosenfeld, Solid-phase analytical derivatization: Enhancement of sensitivity
and selectivity of analysis, J. Chromatogr. A, 843: (1-2), (1999); 19-27.

[103] RE Majors, Trends in sample preparation, LC GC Europe, 16: 5, (2003); 1098-
1113.

[104] V Pichon, Solid-phase extraction for multiresidue analysis of organic
contaminants in water, J. Chromatogr. A, 885: (1-2), (2000); 195-215.

[105] CF Poole, AD Gunatilleka, R Sethuraman, Contributions of theory to method
development in solid-phase extraction, J. Chromatogr. A, 885: (1-2), (2000) ;
17-39.

[106] MC Hennion, Solid-phase extraction: method development, sorbents, and
coupling with liquid chromatography, J. Chromatogr. A, 856: (1-2), (1999); 3—
54.

[107] G Liljegren, Development and Investigations of Novel Sample Preparation
Techniques, Electrochemical Extraction and Evaluation of Miniaturized
Analytical Devices Cuopled to Mass Spectrometry. Digital Comprehensive
Summaries of Uppsala Dissertations from the Faculty of Science and
Technology 54, Acta Universitatis Upsaliensis, (2005).

[108] KC Van Horne, Ed., "Handbook of Sorbent Extraction Technology" Analytichem
International, Harbour City, CA, 1985.

[109] WW Christie, Solid-Phase Extraction Columns In The Analysis Of Lipids,
http://www .lipidlibrary.co.uk/topics/spe_alm

[110] Empore Products, Extraction Disk Plates for SPE,
http://www.3m.com/empore/products/plates

129



[I11] Gen Pore Product Applications, Solid Phase Extraction (SPE) Filters,
http://www.genpore.com/app.htm

[112] Macherey-Nagel, ‘‘Sample Preparation, Solid Phase Extraction’’, In: Macherey-
Nagel Catalogue, 2004, p.184-241.

[113] J Haginaka, Selectivity of affinity media in solidphase extraction of analytes,
Trac- Trends in Analytical Chemistry, 24: 5, (2005); 407-415.

[114] AA Elian, Detection of low levels of flunitrazepam and its metabolites in blood
and bloodstains, Forensic Science International, 101, (1999); 107-111.

[115] I Rasanen, M Neuvonen, I Ojenperd, E Vuori, Benzodiazepine findings in blood
and urine by gas chromatography and immunoassay, Forensic Science
International, 112, (2000); 191-200.

[116] C Staub, AE Mahjoub, Simultaneous determination of benzodiazepines in whole
blood or serum by HPLC/DAD with a semi-micro column, Journal of
Pharmaceutical and Biomedical Analysis, 23, (2000); 447-458.

[117] C Staub, A Bugey, Rapid analysis of benzodiazepines in whole blood by high-
performance liquid chromatography: use of a monolithic column, Journal of
Pharmaceutical and Biomedical Analysis, 35, (2004); 555-562.

[118] J Hackett, AA Elian, Extraction and analysis of flunitrazepam/ 7-
aminoflunitrazepam in blood and urine by LC-PDA and GC-MS using butyl
SPE columns, Forensic Science International, 157, (2006); 156-162.

[119] T Rosborg, E Hyllen, J Lidbeck, B Nihlgard, L Gerhardsson, Trace element
pattern in patients with fibromyalgia, The Science of the Total Environment,
385:1-3,(2007); 20-27.

[120] MN Uddin, VF Samanidou, IN Papadoyannis, Validation of SPE-HPLC
determination of 1,4-benzodiazepines and metabolites in blood plasma, urine
and saliva, Liq. Chromatogr., 31, (2008); 3704-3717.

[121] WE Lambert, S Wille, EA DeLetter, M Hapiette, KV Lien, C Overschelde, HV
Peteghem, Determination of antidepressants in human postmortem blood, brain

tissue, and hair using gas chromatography-mass spectrometry, Int. J. Legal
Med., 123, (2009); 451-458.

[122] L Mercolini, R Mandrioli, C Iannello, F Matrisciano, F Nicoletti, Simultaneous
analysis of diazepam and its metabolites in rat plasma and brain tissue by

HPLC-UV and SPE, Talanta, 80: 1, (2009); 279-285.

[123] DD Breimer, R Jochemsen: Clinical pharmacokinetics of hypnotic
benzodiazepines : a summary, Br J Clin Pharmacol ., 16, (1983); S277-S278 .

130



[124] K Hirota, K Matsunami, T Kudo, H Ishihara, A Matsuki, Relation between
bispectral index and plasma catecholamines after oral diazepam premedication,
Eur J Anaesthesiol., 16: 8, (1999), 516— 518.

[125] EF Rostan, HV DeBuys, DL Madey, SR Pinnell, Evidence supporting zinc as an
important antioxidant for skin, IntJ of Dermatol., 41:9, (2002); 606-611.

[126] H Ulger, A Coskun, Cinko: Temel Fonksiyonlar: ve Metabolizmasi, Diizce Tip
Fakiiltesi Dergisi, 5:2, (2003); 38-44.

[127] UI Lavy, The effect of oral supplementation of zinc sulphate on primary wound
healing in rats, Br J Surg., 59, (1972); 194-196.

[128] WI Pories, JH Henzel, CG Rob, Acceleration of healing with zinc sulphate, Ann
Surg., 165, (1967); 432-436.

[129] AU Yalgin, T Akpolat, Kronik Bobrek Yetmezligi, 13.Ulusal Hipertansiyon ve
Bobrek Hastaliklart Kongresi, 2011.

[130] A Tirkmen, Renal Anemi Tedavisi, 11.Ulusal Hipertansiyon ve Bobrek
Hastaliklar1 Kongresi, 2009.

[131] K Schwartz, W Mertz, Chromium (IlI) and the glucose tolerance factor, Arch
Bichem Biophys., 85, (1959); 292-295.

[132] Dog.Dr. Mustafa ALTINISIK, ADUTF Biyokimya AD, 2006, ders notlari.

[133] Q Rahopoto, S Shaikh, AA Mastoi, S Aalmani, Serum Copper And Zinc
Concentration In Patients With Chronic Hepatitis C, Medical Channel, 16:1,
(2010); 27-29.

[134] I Akin, iz Elementler ve Sigir Timak Hastaliklar1, Veteriner Cerrah Dergisi, 10:
(3-4), (2004); 54-61.

[135] TT Tiemann, LH Franco, M Peters, E Frossard, M Kreuzer, CE Lascano, HD
Hess, Effect of season, soil type and fertilizer on the biomass production and

chemical composition of five tropical shrub legumes with forage potential, Grass
And Forage Science, 64: 3, (2009); 255-265.

[136] LR McDowell: Minerals in Animal and Human Nutrition; ISBN: 0-12-483369-1
Academic Press, Inc. New York, USA., 1992.

[137] AL Kaplan, JA Resoe, Trace elements, Clinical Chemistry, Mosby Company, St.
Louis Missssouri; USA 1996:p. 535-541.

[138] FF Nomura, K Takekoshi, Zinc and selenium metabolism in liver cirrhosis,
Nippon Rinsho, 52: 1, (1994); 165-169.

131



[139] CJ McClain, L Marsano, RF Burk, B Bacon, Trace metals in liver disease.
Seminars In Liver Disease 11: 4, (1991); 321-339.

[140] PJ Thuluvath, DR Triger, Selenium chronic liver disease, Journal Hepatology,
14:(2-3), (1992); 176-182.

[141] HH Draper, WJ Bettger, Role of nutrients in the cause and prevention of oxygen
radical pathology. In: Armstrong D, ed. Free Radicals in Diagnostic Medicine.
New York: Plenum Press, 1994: 366:269-289.

[142] CD Cinier, M Petit-Ramel, R Faure, D Garin, Y Bouvet, Kinetics of cadmium
accumulation and elimination in carp Cyprinus carpio tissues, Comparative
Biochemistry and Physiology, 122: 3, (1999); 345-352.

[143] H DeSmet, B Wachler, R Lobinski, R Blust, Dynamics of (Cd-Zn)
metallothionein in gills, liver and kidney of Common carp (Cyprinus carpio)
during Cd exposure, Aquatic Toxicology, 52:(3-4), (2001); 269-281.

[144] SM Wu, CF Weng, MJ Yu, CC Lin, ST Chen, JC Hwang, PP Hwang, Cadmium-
inducible metallothionein in Tilapia (Oreochromis mossambicus), Bulletin of
Environmental Contamination and Toxicology, 62: 6, (1999); 758-768.

[145] MA Serafim, RM Company, MJ Bebianno, WJ Langston, Effects of temperature
and size on metallothionein synthesis and gill of Mytilus galloprovincialis
exposed to Cd, Marine Environmental Research, 54: (3-5), (2002); 361-365.

[146] ZA Shaikh, TT Vu, K Zaman, Oxidative stress as a mechanism of chronic

cadmium-induced hepatotoxicity and renal toxicity and protection by
antioxidants, Toxicology and Applied Pharmacology, 154:3, (1999); 256-263.

132



EK1. SERUM

ANOVA
Kareler Kareler
Toplami sd Ortalamasi F Ortalama
MDA Gruplar 8,787 4 2,197 5,837 ,002
Arasi
Gruplar 9409 2 376
(1 5
Toplam 18,196 S
CAT Gruplar 9314.455 4 2328,614 3,189 ,030
Arasi
Gruplar 18256,585 2 730,263
(1 5
Toplam 27571,040 S
SOD Gruplar 1484,184 4 371,046 3,111 033
Arasi
Gruplar 2981836 | 2 119,273
(1 5
Toplam 4466,020 S
GSH-Px Gruplar 9919,623 4 2479,906 24,632 ;000
Arasi
Gruplar 2516914 2 100,677
(1 5
Toplam 12436,536 S
Protein Gruplar 047 4 012 3,829 ,015
Arasi
Gruplar o077 2 003
(1 5
Toplam 124 S
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MDA

Duncan
GRUPLAR p=.05
a b

Diazem Tasiyict a 1,78

20
Dormicum 2,53
Tastyici1 b 25
Dormicum b 2,57
85
Diazem b 3,14
65
Kontrol b 3,31
93
Ortalama 1 ,08 051

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a Uses Harmonic Mean Sample Size = 6,000.

CAT
Duncan
GRUPLAR p=.05
a b c
Diazem Tasiyic1 a 15,4
520
Kontrol ab 235 235
870 870
Diazem ab 248 248
243 243
DormicumTas1yic 53,0 53,0
1 be 222 222
Dormicum ¢ 59,7
430
Ortalama 577 ,085 ,670

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a Uses Harmonic Mean Sample Size = 6,000.
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SOD

Duncan
GRUPLAR p=.05
a b
Diazem Tasiyict a 30,4
474
Dormicum a 343
399
Dormicum 359
Tastyict a 905
Diazem ab 431 431
226 226
Kontrol b 50,2
513
Ortalama ,076 ,269

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a Uses Harmonic Mean Sample Size = 6,000.

GSH-Px
Duncan
GRUPLAR p=.05
a b c
Diazem a 20,5
172
Kontrol b 45,066
8
Dormicum b 47,665
7
Diazem Tastyici ¢ 64,6
405
Dormicum 73,2
Tasiyic1 ¢ 413
Ortalama 1,08 658 150

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a Uses Harmonic Mean Sample Size = 6,000.
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EK 2. ICP-MS Analiz Sonuglar

File Name :008SMPL.D#
File Path : C:\ICPCHEM\1\DATA\10106P00.B\0O8SMPL.D\
Method  : CAICPCHEM\I\METHODS\Malatya.M
Calibration : CAICPCHEM\I\CALIB\Malatya.C

Acq Time :Sep 62010 03:41 pm
: 8

Sample Name

Sample Type : Sample

Comments

Prep Dilution : 166.7

Auto Dilution :
Total Dilution :
Operator Name:

Undiluted
166.7

Acq Mode : Spectrum

Cal Title

Cal Type : External Calibration Method

Last Calib :Oct 112010 09:49 am
Bkg File  :----

Bkg Rejected Masses: --------
Interference Correction : ON
Blank File : CAICPCHEM\I\DATA\10106N00.B\0O1 STD.D
VIS Fit  : Point to Point
Weighting Method: 1/(SD*SD)
Multi Tune :#1 h2.u

#2 he.u

Element Mass ISTD Tune

VIS
Li 6
Li 6
Li 7
Li 7
Na 23 6

Mg24 6
Al 27 6
K 39 45
Ca43 45
Sc 45

Sc 45
V51 45
Cr52 45
Mn55 45

#1 8,100,194 A
#2  51,512.63 P
#1  265,097.7 P
#2  4,619.776 P
#1  83.78191 A

#1  0.4803385 A
#1 0.01234325P
#2 3950770 A
#2 0.004444384 P
#1 4,524,680 A

#2  359,050.0 P
#1 0.003265249 P
#2 0.001573692 P
#1 9.214544E-4 P

CPS or Ratio Conc.

[ 1.000 ppb ]
[ 1.000 ppb ]

1.224E+04 ppm

118.2 ppm
2471E+03 ppb
1.066E+03 ppm

359.4 ppm

[ 1.000 ppb ]

[ 1.000 ppb ]
259.9 ppb
32.92 ppb
44.38 ppb
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1.84
2.52
0.65
6.85

0.95
5.83
5.25

0.30
0.30

0.30
0.30
0.60
0.30

0.30
0.30

0.30
0.60
0.60
0.30

RSD(%) Time(sec) Rep

[3]
[3]



Fe 56 45

Co 5945
Ni 6045
Cu 6372
Zn 6672
Ge 72

Ge 72
As 7572
Se 78 72
Rb8&5 72
Sr88 72

Y 89
Y 89
Nb93 72
Mo95 115
Agl07 115

CdIl11115
In 115

Sn118 115
Sb121 115
Bal37 159

Tb 159
Pb206 209
Pb207 209
Pb208 209
Bi209

#2

#1
#1
#1
#1
#1

#2
#2
#1
#1
#1

#1
#2
#1
#1
#1

#1
#1
#1
#1
#1

#1
#1
#1
#1
#1

0.2977722 P

0.001671630 P
4.120804E-4 P
0.3421742 P
0.03206134 P
728,992.1 P

143,541.8 P
0.001254117 P
0.004722758 P
0.06286847 P
0.03476910 P

1,712.417 P
151.1188 P
0.001989073 P
8.378155E-4 P
9.932597E-5 P

3.990790E-6 P
6,143,507 A

6.083664E-5 P
1.736836E-5 P
0.002934174 P

8,052,304 A
2.413618E-4 P
2.229482E-4 P
0.001233063 P

2,223,055 A

8.439 ppm

<0.000 ppb

47.18 ppb
1.057E+04 ppb
4.093E+03 ppb
[ 1.000 ppb ]

[ 1.000 ppb ]
144.1 ppb
1.939E+03 ppb
981.1 ppb
317.4 ppb

[ 1.000 ppb ]
[ 1.000 ppb ]
6.018 ppb
379.8 ppb
7.824 ppb

1.709 ppb
[ 1.000 ppb ]
11.89 ppb
3.357E-01 ppb
988.2 ppb

[ 1.000 ppb ]
43.09 ppb
50.51 ppb
54.88 ppb

[ 1.000 ppb ]
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0.35

2.06
4.23
0.87
1.03

11.98
1.27
1.43
0.74

7.44
0.90
21.19

91.98
2442
123.47
0.77

16.57
5.59
5.12

0.30

0.60
0.60
0.60
0.60
0.30

0.30
0.90
1.50
1.20
0.60

0.30
0.30
0.30
0.30
0.60

0.60
0.30
0.30
0.30
0.60

0.30
0.30
0.60
0.30
0.30
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EK 3. Kruskal-Wallis siralamali tek-yonlii varyans analizi ve Mann-WhitneyU testi

Test

Statistics™”

Na

Mg | Al

K

Ca

Cr

Mn Fe

Cu | Zn

Se

Chi-
Square

8,193(6,635

1,405

12,300

6,545

15,145

7,268

5,374

15,87119,918|4,793

17,931

4,876

sd

4

4

4

Asymp.
Sig.

,085 {,156

,843

,015

162

,004 |,122

,251 1,003

,042 1,309

,001

,300

a. Kruskal Wallis

Test

b. Grouping

Variable: Gruplar

Rb

Sr

Nb

Mo

Sb

Ba

Pb

Glukoz

Bun | Trigl

Koles

AST

ALT

Chi-
Square

14,463

13,868

13,520

15,204

5,948

2,457

4,123

2,491

3,021|5,061

8,213

13,754

1,466

sd

4

4

Asymp.
Sig.

,006

,008

,009

,004

,203

,652

,390

,646

554 {281

,084

,008

,833

a. Kruskal Wallis Test

Gruplar

b. Grouping Variable:
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Test Statistics™

SOD Zn Mn

Chi-Square 9,746 7,062 7,861
sd 4 4 4
Asymp. Sig. ,045 ,133 ,097
a. Kruskal Wallis Test
b. Grouping Variable: Gruplar

Test Statistics”
1.-2. SOD Zn Mn
Mann-Whitney U 13,000 14,000 15,000
Wilcoxon W 34,000 35,000 36,000
Z -,801 -,641 -,491
Asymp. Sig. (2-tailed) ,423 ,522 ,624
E.xact Sig. [2*(1-tailed 485° 589° 699°
Sig.)]
a. Not corrected for ties.
b. Grouping Variable: Gruplar

Test Statistics”
1.-4. SOD Zn Mn
Mann-Whitney U 5,000 7,000 15,000
Wilcoxon W 26,000 28,000 36,000
Z -2,082 -1,761 -,537
Asymp. Sig. (2-tailed) ,037 ,078 ,501
E.xact Sig. [2*(1-tailed 041° 093° 699"
Sig.)]
a. Not corrected for ties.
b. Grouping Variable: Gruplar
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EK 4. Insan, fare ve ratlar igin referans kabul edilen baz1 Rutin Biyokimyasal Test degerleri

RUTIN BIYOKIMYA TESTI INSAN | FARE* | RAT**
Glukoz (mg/dL) 80-110 | 112+38 | 115£17
Kan Ure Azotu (BUN, mg/dL) 6-20 38+20 19£2.2
Kreatinin (mg/dL) 0.8-1.5 | 1.1£045 | 0.7+0.11
[AJ}il;ln Aminotransferaz (ALT, 10-40 9986 49424
[A;Slrtat Aminotransferaz (AST, 820 |196+132| 95432
T. Protein (g/dL) 6-8 4411 | 7X05
T. Bilirubin (mg/dL) 03-1.2 | 0.7-0.9 | 0.3£0.16
Trigliserid (mg/dL) <150 91+58 | 266x121
T. Kolesterol (mg/dL) <200 11456 | 119+£51
Na (mEq/L) 135-145 | 16618.6 | 150+3.4
K (mEq/L) 3.5-5.1 | 8.0£0.85 | 7+0.65
Ca (mg/dL) 8.6-10.0 | 8.9+2 1210.94
Mg (mg/dL) 1.6-2.6 |3.11+£0.37|3.1210.41

*Erkek Cd-1 tiirli fare
**Erkek Spraque-Dawley rat
Referans Kitaplar;

1. Fox JG, Anderson LC, Loew FM, Quimby FW (Editors). Laboratory Animal Medicine,
Second Edition (American College of Laboratory Animal Medicine). Second Edition.
Academic Pres, San Diego, 2002.

2. Evans GO. Animal Clinical Chemistry: A Practical Guide For Toxicologists And
Biomedical Researchers. Second Edition. CRC Press Taylor & Francis Group, Boca Raton,
2009.
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