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OZET

Kokain ve Ana Metaboliti Benzoilekgoninin Tavsan Kilinda ve Kaninda GC/MS
ile Belirlenmesi

Giiniimiizde gengler ve yetiskinler tarafindan kullanimm gittikce artan
uyutucu/uyusturucu maddelerin Kkisi ve toplumlar iizerindeki olumsuz etkileri
ekonomik ve sosyal bir sorun olusturmaktadir. Uyutucu/uyusturucu madde
kullaniminin 6nlenmesi agisindan bu maddeleri kullanan Kisilerin belirlenmesi
onem kazanmaktadir. Son zamanlarda kan ve idrar gibi biyolojik o6rneklerin yam
sira kil toksikolojik analizlerde rutin olarak kullamilmaktadir. Kilin kolay elde
edilmesi, invaziv bir yontem olmamasi, saklama ve nakil kolayhg: ve kisinin madde
kullanimi ile ilgili geriye doniik bilgi vermesi kil analizlerine avantaj
saglamaktadir.

Bu calismada Yeni Zelanda cinsi tavsanlara intraperitonal olarak tek doz
kokain uygulanmistir. Bunu takiben 12 giin boyunca kil érnekleri toplanmstir.
Uygulamadan sonraki ilk bes giin kokain gozlemlenirken benzoilekgonin ii¢
giinden sonra tespit edilememistir. Benzoilekgoninin bulunma sikhig1 kokainden
daha diisiiktiir. Dedeksiyon ve tespit limiti kokain ve benzoilekgonin icin
hesaplanmistir. Gruplar arasinda herhangi bir farka rastlanmamstir.

Elde edilen sonuclar kokain ve ana metaboliti benzoilekgoninin kilda
GC/MS cihaz ile Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Adli Tip Anabilim Dali Adli
Toksikoloji Laboratuvarinda rutin hizmette kullanilabilirligini gosterilmistir.

Anahtar Sozciikler: Kil, Kokain, Tavsan, Adli Toksikoloji

X



ABSTRACT

Determination of Cocaine and Its Major Metabolite Benzoylecgonine in Rabbit
Hair and Blood by GC/MS

Nowadays, use of abused drugs is getter increasing between young people
and adults. Negative influences of abused drugs constitute economic and social
problems on individiual and society. It is important to determine people who use
these drugs to prevent the use of drugs. In recent years, Hair is routinely used on
toxicological analysis as well as biological samples such as blood and urine. The
major practical advantages of hair testing are larger detection windows; the
sample collection is non-invasive; it is easy to transport and store it and also hair
analysis can provide a retrospective calendar of an individual’s drug use.

In this study, New Zelland rabbits were intraperitoneally administered a
single dose of cocaine. It is following that hair samples were collected during 12
days. According to our data, while cocaine is appeared the first five days after
single dose of cocaine administration, Benzoylecgonine is not detected after three
days. Frequency of benzoylecgonine existence is lower than cocaine. Limit of
Detection (LOD) and Limit of Quantification(LOQ) were calculated for cocaine
and benzoylecgonine. We did not find differences between groups.

These results demonstrate that determination of cocaine and its metabolite

cocaine in hair by GC/MS can be employed for routine analysis at the Forensic
Toxicology Laboratory of the Cukurova University, Faculty of Medicine,
Department of Forensic Medicine.

Keywords: Hair, Cocaine, Rabbit, Forensic Toxicology



1. GIRIS VE AMAC

Genel adli tip uygulamalarinda, gerek klinik muayenelerde gerekse postmortem
incelemelerde olgularin degerlendirilmesi ve dogru bir sekilde yorumlanabilmesi igin

diger inceleme yontemlerinin yani sira toksikolojik inceleme 6nemli bir yer tutmaktadir.

Belli bir dozda alindig1 zaman; kisinin sinir sistemi iizerinde etki ederek, akli,
fiziki ve psikolojik dengesini bozan, fert ve toplum igerisinde sosyal ¢okiintii meydana
getiren, aligkanlik ve bagimlilik yapan, kanunlarin kullanilmasini, bulundurulmasini ve

satigin1 yasakladig1 narkotik olarak tanimlanan maddelere denir.

Tiirk Ceza Kanunun 190. Maddesi uyarinca; kullanmak i¢in uyusturucu veya
uyariclt madde satin alan, kabul eden veya bulunduran kisi, bir yildan iki yila kadar

hapis cezas1 ile cezalandirilir.

Uyutucu/uyusturucu maddelerin  varligt ve kullanimi insanhik tarihi kadar
eskidir. Kenevir, afyon, koka bitkileri ilkel ve gelismis toplumlarin dikkatini ¢ekmistir.
Bu {i¢ maddenin aromasinda yer alan kimyasal maddelerin kimi zaman hastaliklarda,
dinsel torenlerde ve keyif verici olarak kullanildigr bilinmektedir. Uyutucu/uyusturucu
maddelerin ¢ogu hizla tolerans gelisimine yol acar. Ayni etkinin olusabilmesi i¢in

giderek artan miktarda maddeye gereksinim duyulur.

Giliniimiizde gencler ve yetiskinler tarafindan kullanim1 gittikge artan uyutucu-
uyusturucu maddelerin, kisi ve toplumlar {lizerindeki etkileri ekonomik ve sosyal bir
sorun olusturmaktadir. Uyutucu-uyusturucu maddelerin  kullanimimin 6nlenmesi
acisindan bu maddeleri kullanan kisilerin belirlenmesi 6énem kazanmaktadir. Uyutucu-
uyusturucu maddelerin  biyolojik Orneklerde tespiti adli toksikolojinin 6nemli
ugraglarindandir. Kisilerin madde kullanip kullanmadiklar1 genel olarak kan ve idrar
analizleri sonucunda belirlenmektedir. Viicuda aliman uyutucu-uyusturucu madde
metabolize olduktan sonra gesitli yollarla viicuttan atilmaktadir. Kullanilan maddenin
tiriine, dozuna, kullanilis sekline ve metabolizma yoluna bagli olarak bu maddelerin
kan ve idrardaki tayini kullanildiktan sonraki birkag¢ giin i¢in miimkiin olabilmektedir.

Halbuki kullanilan maddelerin ¢ogu metabolize olduktan sonra metabolitleri halinde



viicut killarina (sag, sakal, pubik killar1 vb.) yerlesebilmekte ve kil yapisinda
bozunmadan muhafaza edilmektedir. Kilin kolay elde edilebilmesi, gerektiginde tekrar
temini, saklama ve nakil kolayligi, invaziv bir yontem olmamasi ve kisinin madde
kullaniminin ge¢misi (giinlerden aylara hatta yillara kadar) ile ilgili bilgi vermesi kan ve

idrar analizlerine gore uistiinlik saglamistir' ™.

Son yillarda iilkemizde kokain kullaniminin artmasi iilkemizin bu madde i¢in
hedef iilkelerden biri olma yolunda oldugunu ve yavas yavas bir kokain pazarinin
olustugunu gostermektedir. Bu nedenle, {tlkemizde giderek artan bir kokain

bagimliligindan s6z edilebilir.

Uyutucu-uyusturucu madde tayini pek ¢ok caligmada insan saginda yapilmasina
ragmen bu ¢aligmada 6rnek toplamada yasanan sikintilardan 6tiirii hayvan calismasi

planlanmaistir.

Yapilacak ¢aligma ile adli ve klinik toksikoloji laboratuvari olarak hizmet veren
laboratuvarimiz i¢in uyutucu-uyusturucu madde analizlerinde kan ve idrara gore daha
kolay elde edilen ve daha giivenilir bir biyolojik 6rnek olan sacta madde analizi yontemi

gelistirilerek uygulamaya konulmasi planlanmaktadir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Tarihce

Kokain, Erythroxylum coca bitkisinin yapraklarinda bulunan dogal olarak
olusan bir maddedir. Giiney Amerika’ya 6zgii bu bitki ayn1 zamanda Afrika, Giiney
Asya ve Avustralya’da yetistirilir. 3000 y1l 6nce giiney Amerika yerlileri aglik hissini
koreltmek ve bitkinliklerini azaltmak i¢in koka bitkisinin yapraklarini ¢ignemislerdir’.
Cartmell ve ark. M.O. 2000 ve M.S. 1500 tarihleri arasinda And daglar1 bolgesinde
koka yapraklarin1 ¢igneyen Silili mumyalarin kilinda kokainin ana metaboliti olan
benzoilekgonin varligini radyoimmunossay analizleri yaparak dikkat g¢ekici sonuglar

ortaya cikarmistir™.

Kokain alkaloidinin izolasyonu ilk defa Almanya’da 1859 yilinda Albert
Niemann tarafindan anestezik ozellikleri ile birlikte karakterize edilmistir. Niemann bu
alkaloidin ac1 bir tadi oldugunu ve dilde tuhaf bir hissizlik, uyusma meydana getirdigini
belirtmistir. 1880 yilinda Von Anrep kokainin deri altina infiltre edildiginde derinin
ignenin batisina karsi duyarsiz hale geldigini gorerek bu maddenin klinik uygulamada
lokal anestezik olarak kullanilmasin1 Onermistir. Psikoanalizin babasi olarak bilinen
Sigmund Freud 1884 yilinda kokainin fizyolojik etkileri iizerine genel bir arastirma
yapmis ve meydana getirdigi nese durumunu ve Oforiyi tasvir ederek kokainin onemli
bir terapotik potansiyele sahip oldugunu iddia etmistir. Kokainin merkezi sinir sistemi
(M.S.S.) tizerindeki etkisinden ¢ok etkilenen Freud, kokaini bir meslektasini morfin
bagimliligindan kurtarmak i¢in kullanmis ve bunda basarili olmustur. Ancak modern
zamanin ilk kokain bagimlisini yaratmistir. Aynm y1l Carl Koller goz ameliyatlarinda,
Hall ise dis hekimliginde lokal anestezi olarak kokaini kullanmistir. 1885 yilinda
Amerikali cerrah Halsted kokainin sinir liflerinde uyar: iletimini bloke ettigini

gostererek cerrahide kullanmaya baslamugtir*>*.

1863 yilinda Angelo Mariani adl1 bir kimyager Vin Mariani olarak adlandirdig:
igerisinde kokain olan sarabi piyasaya sunarak kokainin popiiler bir madde olmasina

sebep olmustur. Koka bitkisinden kokaini ekstrakte ettikten sonra sarapta ¢dziicli olarak



etanolii kullanmigstir. 1886 yilinda John Slith Pemberton kokain-kafein karigimini Coca-

Cola ismi ile pazarlamaya baslamistir'.

1891 yilindan itibaren kokainin ¢ok ciddi tehlikeleri fark edilmis ve 200 adet
sistemik zehirlenme olay1 rapor edilerek bu olaylarin 13 tanesi 6liimle sonug¢lanmaistir.
1906 yilinda A.B.D. Saf Besin ve Ila¢ Biirosu (FDA) kokain kullanimini kontrol etmeye
calismis ve Coca-Cola sirketi igeceklerinden kokaini ¢ikarmistir. 1914 yilinda Harrison
Narkotik Biirosu A.B.D de kokaini, eroin gibi aynm: sinirlamalar ve cezalar ile birlikte
narkotik maddeler listesine koymustur. 1970 yilinda Ila¢ Suistimali Onleme ve Kontrol
Komitesi kokaini suistimal oran1 yiiksek fakat tibbi kullanimina yasal olarak izin verilen
bir ila¢ olarak siniflandirmistir. Kokainin kulak, burun ve bogaz ameliyatlari i¢in lokal

anestezik ve vazokonstriiktor olarak kullanimina yasal olarak izin verilmistir™®.

Giliniimiizde klinik uygulamalarda daha az toksik olan sentetik anestezik ilaglar

kokainin yerini almistir.

2.2. Kokain Eldesi

Koka bitkisinden kokain ekstrakte edilirken koka bitkisinin yapraklar1 yogun bir
madde izole edilene kadar kerosen gibi bir ¢oziiciiyle iyice islatilir. %40-80 kokain
iceren bu madde hidroklorik asit ile muamele edilerek kokain hidrokloriir tuzuna veya
kokain tozuna doniistiiriiliir. Kokain tuzu suda ¢oziilebilir ve enjekte edilebilir. Fakat
piroliz boyunca yikildig1 igin sigara gibi igilemez. I¢ilmeden 6nce ya krak ya da serbest
baz kokainin alkali formuna doniistiiriiliir. Her iki madde de ayni koka bitkisinden
sentezlenip ayni1 kimyasal yapiy1 paylagmalarina ragmen farkli teknikler kullanilarak

hazirlanmis olup farkli fiziksel 6zelliklere sahiptir.

Serbest baz kokaini (freebase) elde etmek icin kokain hidrokloriir tozu suda
eritilir ve amonyak gibi bir baz eklenir. Daha sonra eter ya da benzer bir ¢oziicii kokain
bazini eritmesi icin ilave edilir. Evaporasyon vasitasiyla eter ¢ozeltisinden serbest baz
kokaini elde edilir. Krak kokain, kokain hidrokloriir’in soda veya sodyum bikarbonat
ile yogrulup 1sitilmast sonucu olusan beyaz bir ¢okeltidir. Bu formdaki kokain normal

kokainden daha saf ve yogundur'~"*.



Kokain igicilerinin en yaygin kullandiklar1 yontem serbest bazdir. Serbest baz
oldukga diisiik sicakliklarda ucucu hale gelir. Organizma lizerinde en giiclii etkiyi
serbest baz saglar. Ancak krak kokain elde ederken organik ¢oziicii kullanilmadigindan
dolay1 yontemin tehlikesiz ve basit olmast krak kokain kullanimini arttirmistir. Hangi
sekilde hazirlanmis olursa olsun organizmaya giris yoluna ve alinan doza bagl
olmaksizin kokainin sistemik dolasimda ugradigi kimyasal degisiklikler birbirinin

5.6
aynidir™”.

2.2.1. Kullanim Yollari

Kokain diinyanin pek c¢ok yerinde en sik suistimal edilen maddelerden biridir.
Kokain pek ¢ok sekilde ve ¢cok genis doz araliklarinda kullanilir’. Kisiler kokaini sigara
gibi igerek, cigneyerek, buruna direkt ¢ekerek, agiz yoluyla, dilaltindan ve damar igi
yoldan kullanirlar. Kokainin farmokokinetik o6zelligi fiziksel/kimyasal formuna,

uygulama yoluna, genetik yapiya ve alkolle ayni anda tiiketimine baghdir”.

Kokain kullananlarin biiyiik cogunlugu, kokain tozunu burnun kapillerinden
mukozasina ¢ekmek suretiyle alirlar. Rahatlama etkileri 20-45 dakika igerisinde baglar.
Uzun siire bu sekilde kokain kullanan kisilerde burun akintisi, mukoza erozyonu ve

daha seyrek olarak burun kikirdak septumunda delinme olur’.

2.2.2. Kokain Yapisi

Kokain lokal anestezikler grubuna giren tropan halkasi ihtiva eden ester yapili,
dogal kaynakli bir alkoloittir. Benzoik asit ve bir azotlu halka olan metilekgonin igerir.
Yapisal olarak hidrofobik ve hidrofilik gruplari igerir. Hidrofobik kisim benzen halkasi,
hidrofilik kisim ise ikincil veya tersiyer amindir. Nem c¢ekici 6zellige sahiptir ve erime
derecesi  yiiksek oldugundan (197°C) 1sitma ile bozulur. Suda kolayca
¢ozilinebildiginden intravendz kullanima uygundur. Serbest baz kokain erime derecesi

diisiik oldugundan (96-98°C) sigara ile igmeye uydundur.



Kokainin letal dozu 70 kg bir insan i¢in 500 mg.dir. Bagimhilik kazanmis

kisilerde bu doz 1-2 grama ulagir™".

O_-CH3
O=¢ _N-CHj
N O ' / < _//‘ .
// \?\l I /'/, - .}
\_ / e
kokain

Sekil 2.1. Kokainin yapisi

2.2.3. Kokainin Metabolizmasi

Sistemik olarak kokain; 6fori etkisi olusturan, fiziksel dayanikliligi ve mental
kapasiteyi arttiran, bitkinlik hissini ve istahi azaltan, bazi zamanlarda cinsel ilgiyi
arttiran, merkezi sinir sistemini uyaran bir maddedir. Bu uyarict etkilerinden dolay:
kokain suistimal edilen bir ilagtir. Ayn1 zamanda kisinin kan basincinin, sicakliginin ve
kalp atis hizinin artmasina neden olur. Cok yiiksek dozlarda dliime sebebiyet verebilir.
Kronik kokain kullanan kisilerde anksiyite artar, paranoya, haliisinasyonlar ve algisal

degisimler gelisir. Kokain psikolojik olarak bagimlilik yapicidir.

Kokain zayif bir bazdir. Kokain hizli bir sekilde bir¢ok metabolitine metabolize
olur. Kokainin metabolizmasinda esteraz enzimleri énemli bir rol oynar. Insanlarda ve
diger memelilerde plazma ve karaciger esteraz aktivitesinin en yiiksek oldugu
boliimlerdir. Kokainin metabolizmasi benzoilekgonin ve ekgonin metil ester olugmasi
icin ester fonksiyonlarinin hidroliziyle hizli bir sekilde baslar. Benzoilekgonin biyolojik
sivilarda kendiliginden olusurken ekgonin metil esterin hidrolizinden kandaki ve
karacigerdeki kolinesteraz enzimleri sorumludur. Kokain metabolizmasinda N-

Metilasyon ile kokainin norkokaine doniisiimii oldukca diisiik bir orandadir. Kokaetilen



ise kokain ve alkoliin ayn1 anda tiiketilmesiyle karsilikli esterlesme reaksiyonu sonucu

4,1
olugur™'”

Ortalama kokain atilimi intranasal yolla 75 dakika, oral yol ile 48 dakika ve
intravenéz yolla 54 dakikadir’. Yarilanma Omrii kisiler arasindaki kolinesteraz

diizeylerindeki farkliliga, uygulanma yolu ve dozuna bagh olarak degismektedir'.

Plazma ve karaciger kolinesteraz enzimi kokaini benzoilekgonin ve ekgonin
metil ester olarak hidroliz eder. Bu nedenle kokain tespit ederken degismeden atilan
kokain yerine idrardaki metabolitlerine bakilir. Idrar analizlerinin non-invaziv olmasi,
analizi gergeklestirecek cihazin uygun maliyetli ticari kit igcermesi ve ilag miktarinin
idrarda yiliksek olmast 6n izleme testlerinde idrarin kullanilmasini arttirmistir.
Benzoilekgonin idrarda kromatografik yontemler ile 24-72 saat igerisinde tespit
edilebilir. Kanda kokainin yarilanma 6mrii yaklasik olarak 1 saattir. Kokain kanda ya da
plazmada 5-6 saat sonra tespit edilebilir ve maksimum konsantrasyona ulagir.
Benzoilekgoninin pik plazma konsantrasyonu kokainin intravendz uygulanmasi veya

sigara gibi icilmesinden sonraki yaklagik 90 dakika i¢inde meydana gelir'' ™.
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Sekil 2.2 Kokainin (COC) metabolitleri olan benzoilekgonin( BZE), ekgonin (ECG),
ekgoninmetilester (EME), norkokain (NCOC), kokoetilen (CE), anhidroekgoninmetil estere
(AEME) biyotransformasyonu

23.Kil

Son yillarda uyusturucu madde kullannmindaki artisa bagli olarak klinik kimya,
adli ve klinik toksikoloji alanlarinda uyusturucu madde tespiti i¢in idrar ve kan

numunelerine alternatif olarak kil kullanilmaktadir'’.

Kil, kronik ve ge¢mis tiiketimin geriye doniik arastirmasini miimkiin kilan daha
uzun dedeksiyon penceresine sahip olmasindan dolayr toksikolojik analizler i¢in
kullanilan kan ve idrar gibi diger materyallerden farklilagir. Ornek toplama islemi non-
invazivdir. Kil sert ve dayanikli yapisindan dolayr spesifik on hazirliklar olmadan

kolayca taginabilir ve saklanabilir'®'®"7,



2.3.1. Kilin Yapis1

Kil kisilerde renk, miktar ve sekil olarak farkli, yap1 olarak ayni gériinmesine
ragmen insan anatomisinin ¢ok karmasik bir parcasidir. Kil memelilerin derisindeki
farklilasmis organlarin bir iiriinii olup %65- 95 1 protein ( esasen keratin), %15-35 i su,
geriye kalani ise yag ve minerallerden olugsmaktadir. Kil i¢ ve dig olmak tizere iki ayr1
alana sahiptir. Deri ylizeyinin 3-5 mm asagisinda yer alan kil kiiciik bir keseye
benzeyen, yag ve apokrin bezleriyle birlesmis folikiil i¢erisinde biiyiir. Yag bezleri kilin
parlakligi ve hacmi icin gereklidir. Apokrin bezi ise icerdigi yagli maddenin
bozunmasiyla olusan bir viicut kokusu verir. Kil folikiilii kilin biiylimesi icin gerekli
olan aminoasit, enerji, oksijen saglamak amaciyla etrafi zengin kapiler kan damarlariyla

cevrilidir.

Bir kilin filizlenmesi hiicrelerin boliintip farkliliklastigr folikiil tabaninda
bulunan matriks hiicreleri (keratinosit ve melanosit) tarafindan gerceklestirilir. En hizli
gelisen insan dokularindan birisi matrik hiicre dongiistidiir. Hizl1 mitozlar kilr kil kokii
agzindaki dogrultuda olan keratinlesme bolgesine gecisi zorlar. Burada melanin ve
keratin sentezlenir. Melanin, kila rengini verir ve bazal membranda yer alan
melanositler tarafindan tretilir. Keratin, yiiksek miktarda kiikiirt iceren 6zel proteinden
meydana gelir ve kil gévdesinde uzun lifler olusturur. Hiicreler keratinlesmeye basladigi

zaman bozulmaya baglayarak c¢ekirdeklerini yok ederler ve su agiga ¢ikarirlar.
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Sekil 2.3. Kilin folikiiliindeki formasyon

Hiicre membran kompleksi protein ve protein-lipid kompleksinden meydana
gelir. Kilin kimyasal ve mekanik etkiye dayanikli olmasini saglar. Bir kil ayni tlirde bir
telden olusmamistir. Onun yerine kiitikil, korteks ve medulla olarak adlandirilan ii¢
ortak merkezli yapiyla birlikte hiicre membran kompleksine yapigsmis keratinize olmus

hiicrelerden meydana gelir.

Kiitikil uzayan hiicrelerin birbirinin tizerine bindigi tek bir tabakadan olusur ve
icteki lifleri korur. Pigmenti olmayan kiitikil kimyasal maddelerle bozunur, mekanik

etkilerle yaralanir veya yaslanirsa kil gévdesi yipranir ve dokiiliir.

Korteks kil govdesinin en hacimli kismidir. Pigmenti olan korteks stabilitenin ve
renk kompozisyonunun kil boyunca yayilmasindan sorumludur. Korteks hiicreleri
arasinda fusi olarak adlandirilan ¢ok kiigiik bosluklar yer alir. i1k olarak fusi sivi ile

doldurulur. Fakat kil biiytidiigii ve kurudugu i¢in sivi hava ile yer degistirir.
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Medulla kilin en igteki merkezinde yer alir ve medular hiicrelerden meydana

gelir. Bir insanda medulla kil miktarinin ¢ok kiiciik bir yiizdesini olusturur. Genel

olarak kil fiberinin capr arttig1 i¢in medullanin boyutu da artar'®".

medulla

korteks

katikil

htcre membran
kompleksi

Sekil 2.4. Kilin yapisi

2.3.2. Kilin Biiyiimesi

Yetiskin bir insanda yaklasik olarak 5 milyon kil folikiilii oldugu tahmin

edilmektedir. Bunun 1 milyonu bastadir.

Kl siirekli olarak biiylimez. Biiyiime ve dinlenme dénemleri halinde biiyiir. Kil
anagen faz (biliylime), catagen faz( gecis) ve telogen faz( dinlenme) olmak {izere ii¢
donemde uzar. Yaklagik olarak kilin %85 1 bliylime evresinde geri kalani ise dinlenme

donemindedir.

Anagen kilin aktif olarak biiytime fazidir. Folikiiliin bazal membraninda yer alan
hiicreler hizl1 bir sekilde boliiniir. Kil hiicreleri folikiiler kanal igerisinden yukariya

dogru yeni kil iter. Kiitikil, korteks ve medulla hiicreleri farklilagir ve keratinlesme

baglar.

Catagen faz anagen fazi takiben gerceklesen kisa gecis evresidir. Bu faz boyunca

hiicre boltinmesi durur ve kil gdvdesi tamamiyla keratinize olur. Bu ge¢is doneminden
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sonra kil folikiilii talogen olarak adlandirilan bir dinlenme donemine girer ve biiyiime
tamamen durdurulur. Kilin biiyiime sathasi 4-8 yil, gecis ve dinlenme fazlari ise
sirasiyla, birkac hafta ve 4-6 aydir. Sag genelde bir ayda 0.6 cm ile 1.4 cm arasinda

uzar.

Anagen ve telogen sathalarindaki oran yani kilin uzama hizi irka, cinsiyete, yasa
ve kisinin saglik durumuna bagl olarak degisir. Ttim killarin farkli hizlarda uzamasi kil
analizlerinde kilin nereden alindig1 ve sonuglarin yorumlanmasi konusunda énemli

. 16,18,2
kriterler olusturur'®'*%.

2.3.3. Kil Analizlerinin Tarihcesi

Insan kilinda zehirlerin tespitinde ilk vaka 1858 yilinda Hope tarafindan Adli
Tip Uygulama Dergisinde yayimlandi. Hope 11 yil sonra mezardan c¢ikarilan kisinin
sacinda arsenigi tespit etti. Bunu takiben yaklasik 100 yil sonra, 1954 yilinda Goldblum

kobaylarin kilinda amfetamin maddesini tanimladi.

1960 ve 1970 yillarinda kil analizleri arsenik, kursun, civa gibi toksik agir
metallere maruziyeti degerlendirmek icin kullanildi. Bu ng seviyede tespite izin veren
atomik absorpsiyon spektrometresi kullanilarak basarildi. O zamanda organik maddeler
ozellikle uyusturucu i¢in kilin incelenmesi analitik metotlarin yeteri kadar hassas
olmamasindan dolayr miimkiin degildi. Radyoaktif izotoplarla isaretlenmis
uyusturucularin vasitastyla bu maddelerin kandan kila tasinabilecegi ve orada
birikebilecegi kanitlandi. Bu ilk arastirmalardan 10 y1l sonra radyoimmunoassay ( RIA)
aracilifiyla kilda cesitli organik uyusturucularin varligini gostermek miimkiindii.
1979°da Baumgartner ve ark. RIA kullanarak eroin kullanan kisilerin kilinda morfini
tespit ederek ilk yaymi yayimladilar. Kil uzunlu§u boyunca morfin
konsantrasyonundaki farkliliklarin uyusturucu kullanim zamaniyla korelasyon halinde

oldugunu buldular.

1981 yilinda Smith ve Pomposini sodyum dodesiilfat ¢cozeltisi ile ekstraksiyon
yaptiktan sonra RIA yOntemiyle fenobarbitali buldular. 1983 yilinda ise Arnold ve
Piischel barbitiirat ve methaqualone tespiti i¢in RIA Kkitlerini kullandilar. Fakat Arnold

12



kodeinin radyoimmunoassay ile iyi bir cross reaksiyonuna sahip olmasindan o6tiirii bu

kitleri morfin icin spesifik olan kitlerle degistirdi.

1985°de Hamburg’da yapilan olagan toplantida stirekli kodein tiiketen bir
hastanin kil analiz sonuglar1 sunuldu. Bu sonuglar Arnold’un agir eroin tiikketiminde yer

alan araliktaki morfin konsantrasyonunu gostermistir.

Giliniimiizde ise kiitle spektrometresiyle birlesmis olan gaz kromatografi kil
analizleri i¢in segilen bir yontemdir. Bu teknoloji rutin olarak adli bilimler, uygulamali
tip, klinik toksikoloji ve son zamanlarda spor alaninda yinelenen uyusturucu

maruziyetini kayit etmede kullanilmaktadur' ",

2.4. Kil icerisine Madde Geg¢is Mekanizmasi

Yapilan deneysel calismalar ilaclarin kil igerisine c¢esitli mekanizmalarla
girebilecegini gostermistir. Kil igerisine madde gecisi i¢in amaglanan en kesin model
pasif transferdir. Bu modelde kimyasallar folikiiliin tabaninda biiyliyen kil hiicreleri
icerisine kan dolasimu ile tasinir ve kil gévdesi icine sikica baglanir. Bu ge¢is alinan

maddenin dozuyla iliskili olarak kandaki konsantrasyonuna baglidir.

Diger en 6nemli alternatif mekanizma tamamlanmis kil govdesi igerisine ter ve
yag salgilarindan diflizyon ile gecistir. Terin kanda bulunan ilaglar icerdigi bilinir.
Ciinkii kil ¢ok gozenekli bir yapiya sahip oldugundan su ve diger sivilart kolayca
absorplayarak agirliklarimi %12-18 arttirabilir. Ter vasitasiyla ilaglar kolayca kil
igerisine transfer olabilir. Havada, suda, sampuanlarda, sa¢ spreylerinde, diger kozmetik
ajanlarda bulunan kimyasallar kil {izerinde birikir. Boylece ¢evresel maruziyet ile

madde gegisi gergeklesir'®".

13



: : \
sempune i keameikien A
lle ksiraksivon

cevresel maruziyet ( toz,
——" duman, kirli eller )

cilt yagi

«—— eftrafini saran
dokulardan gecis

/) Lt
%@‘— kan yolu

Sekil 2.5. Kil igerisine madde gegisi

Yapisal bakis acisina gore ii¢ faktdor madde gecisini etkiler. Bunlar kilin
melanine baglanma afinitesi, lipofilitesi ve iyonizasyon durumudur. Kilin rengi ve

kimyasal maruziyet kil igerisine gegiste Gnemli bir rol oynar**

. Melaninin kokain ve
metaboliti benzoilekgonin dahil olmak {izere pek ¢ok ilaci baglayan bir materyal oldugu
tartisilmazken, kokainin keratin proteni dahil kila gecen diger seylerin biiylik bir
kismim da baglar*®. Ornegin kir sagh kisiler pigment etkisini gostermek igin uygundur.
Kil kokii kanda ayni ilag konsantrasyonuna maruz kalmasina ragmen pigmentli kildaki
madde miktar1 pigmenti olmayan kildan 10 kat daha yiiksek bulunmaktadir. Yapilan
kontrollii calismalardaki benzer sonuglar siyah, kahverengi, sar1 ve kizil renkli saclari
kiyaslayarak da bulunmustur. Nakahara ve Kikura lipofilik 6zellik arttik¢a kil igerisine

gecisin artacagini gostermistir. Lipofilik organik molekiiller kolayca membranlara niifuz

ederler. Ancak hidrofilik molekiiller i¢in membranlar su gegirmez bir bariyerdir®.

Diger bir teori de kilda bolca bulunan sistinin —SH gruplarinin kimyasal madde
ile bag yapmasidir. Normalde —SH gruplar1 karsilikli S-S baglar1 olusturarak protein lif
agini stabilize ederler. Bu nedenle biiyiiyen kil hiicrelerine giren maddenin sikica bag

yapma olasilig1 bulunmaktadir®.
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2.5. Kih Toplama ve Saklama islemi

Uyutucu-uyusturucu maddelerin kil analizi i¢in toplama prosediirii standardize
edilmemistir. Yayinlanan c¢ogu ¢alismalarda numune bas bolgesinden rastgele
alinmaktadir. Ancak Sa¢ Analizleri Dernegi (Society of Hair Testing) tarafindan tespit

edilen pozitif kil 6rnegi igin 6nerilen belli kriterler vardir™. Bu kriterler;

- Kilin insanda en iyi toplandig1 alan kafanin arkasindaki posterior vertex
bolgesidir. Ciinkii bu bolgede talogen safhada olan kilin orani en
diisiiktiir. Kil yas ve cinsiyet ile 1ilgili etkilere daha az baghdir.
Insanlarda en kolay 6rneklenebilen viicut kili sactir. Ayrica sakal, koltuk
alt1 ve pubik killar1 da kullanilabilmektedir.

- Tim kil 6rneklerine bir dekontaminasyon prosediirii uygulanmalidir. Bu
yontemde ilk yikama organik bir ¢oziicii, ikinci yikama olarak su veya
tampon ¢ozelti ve son yikama da bir organik ¢6ziicliyli icermelidir.

- Pozitif olan 6n izleme testleri GC/MS gibi daha iyi spesifiteye ve
secicilige sahip olan alternatif bir yontemle dogrulanmalidir.

- Pasif kontaminasyon olasiligimi degerlendirmek icin; metabolitlerin
tanimlanmasi, cut-off degeri, metabolitin maddeye oran1 degerlendirilir.

- Kokain i¢in benzoilekgonin ve kokoetilen; eroin i¢in 6-monoasetilmorfin
ve morfin; THC i¢in carboxy-THC metabolitlerine bakilmalidir.

- Kokain i¢in benzoilekgonin/kokain orani > 0.05

Eroin i¢in 6-asetilmorfin/morfin orani > 1.3 olmalidir.

Kullanilacak 6rnek hacmi ise laboratuvarlar arasinda degisir. Analiz edilen
maddeye ve testin yontemine baglidir. Literatiirde kaydedilen numune miktar1 tek bir
sa¢ telinden 200 mg kadardir ve alinacak sa¢ olabildigi kadar kafatasina yakin

kesilmelidir.

Toplanan kil i¢in en basit yol aliiminyum folyo igerisinde sarilmis kili uygun
sekilde etiketlenmis kagit zarfta muhafaza etmektir. Kontaminasyona sebep
vermesinden dolay1 plastik posette saklamadan kag¢inilmalidir. Ayn1 zamanda plastik

madde kildan lipofilik maddeleri ekstrakte eder™.
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2.6. Kil Analizleri

Son yillarda kil analizleri i¢in ¢ok sayida prosediir tanimlanmistir. Analitik
sonuglarin  benzerligini ve kalitesini gelistirmek 1i¢in analitik yOntemlerin
standardizasyonu onemlidir. Kil analizleri i¢in genel bir yontem olusturmak ve
analizlerin yeterliligini saglamak amaciyla Sa¢ Analizleri Dernegi (SoHT) tarafindan
farkli laboratuvarlar arasindaki metotlar karsilastirilarak uygun prosediirler

olusturulmaya calistimistir’ °. Genel olarak kil analizleri bes basamakta gergeklesir.

2.6.1. Dekontaminasyon Islemi

Yikama isleminin asil amaci epidermal tabakaya penatiire olan kimyasal

maddelerin yani sira kilin yiizeyinden yagi, kiri ve dis kirlilikleri uzaklastirmaktir.

Kil analizlerinde karsilasilan en 6nemli konu uyusturucuya pasif maruz kalarak
yanlig pozitif test sonuclarinin ortaya ¢ikmasidir. Cogu laboratuvarda kil analizleri dis
kontaminasyonu uzaklastirmak icin bir yikama islemi ile baslar. Ancak tam anlamiyla
yikama yonteminde belli bir fikir birligi ve prosediir yoktur. Bu islem metanol, etanol,
aseton vb. yikama; postmortem 6rnekler i¢cin %1 sodyum dodesilsiilfat ¢ozeltisi ve diger
ajanlarla yikama; diklorometanla yikama; fosfat tamponuyla ve organik coziiciilerle

yikama olmak iizere genel olarak kategorilere ayrilmistir ™.

Diklorometan veya aseton gibi non-protik organik c¢oziiciiler yikama islemi
acisindan daha avantajhidir. Ciinkii kili sisirmeyerek kildan materyaller kolaylikla
ekstrakte edilebilir**°. Bu sebeple yikama isleminde diklorometan, su ve metanolle

yikama tercih edildi.

2.6.2. Kilin Hazirlanmasi

Segmentlere ayrilmis kil pek cok vakada kisilerin madde kullanim stiresi
hakkinda 6nemli bilgi saglayabilir. Bu amagla eger kisinin madde kullanim zamani

tespit edilecekse segmentlere ayrilir. Romolo ve ark. yaptiklar1 calismada islem Oncesi
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bilyali degirmen kullanarak kil 6rneklerini toz haline getirmistir. Toz haline gelen kil

6rneklerinin daha homojen ve daha uygun oldugunu diisinmiislerdir*’.

Uygun segment uzunlugunu ayarlarken analiz yontemi diisiiniilmelidir. Istismar
edilen maddenin konsantrasyonu kil kokiinden disa dogru azalir. Bu nedenle
segmentlere ayirirken artan uzunluklarda parcalara ayrilmalidir. Merkezden uzak olan

kilda pasif kontaminasyon ile iliskili hipotez olasidir**.

Istismar edilen maddenin kimyasal yapis1 ve kullanilan ajanlara karsi duyarlilig:

g6z Oniinde bulundurulmalidir.

2.6.3. Inkiibasyon
2.6.3.1.Bazik Parcalama

Amfetamin, morfin, kannabinoid gibi alkali durumlar altinda stabil olan
maddeler analiz edildiginde uygun olan yontemdir. Genellikle kil 6rneginin 0.1-2.5 M
NaOH ile 37 °C’de gece boyunca inkiibasyonunu igerir. Bazik ekstraksiyon ozellikle

nikotin, amfetamin, esrar, antidepresan ve noroleptikler agisindan avantajhdlrso.

2.6.3.2. Asidik Parcalama

Hemen hemen tiim maddelerle uyumlu olan prosediir su banyosunda 5-18 saat
metanolle muamele etme islemidir. Opiyat, kokain, amfetamin, metadon gibi maddeler
proton verdiginden otliri pH 6.4-7.6 fosfat tamponu ile veya 0.01-0.5M HCI ile
muamele edilir. Hidrofilik metanol difiizyon vasitasiyla kil matriksine niifuz ederek
kilin sismesini saglar ve istismar edilen maddenin serbest kalmasina neden olur. Bir

organik ¢oziicii olarak metanol nétral ve lipofilik bilesenleri ¢ozer >,
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2.6.3.3. Enzimatik Parcalama

Kil analizlerinde enzimlerin kullanilmasi ile kil yapist bozularak tampona
maddelerin gecisi saglanir. Bu amagcla B-glukorodinaz/ arilstilfat, proteinaz K, proteaz E
gibi birka¢ enzim kullanilir. Kilin enzimatik sindiriminin dezavantajinda immunoassay

araciligyla tespit edilen ilaglarda kullanilan antikorlarin denatiire oldugu diisiiniiliir *°.

2.6.4. Ekstraksiyon

Sulu ekstraktlarda veya ¢ozeltilerde bulunan safsizliklardan dolayr direkt GC/
MS enjeksiyonu yapmak olanaksizdir. Bu amagla sivi-sivi veya kati-sivi ekstraksiyon
yontemi tanimlanmasina ragmen otomatik sistemlerin uygulanabilirligi ve gelismis
ekstraksiyon materyallerinden otliri  kati-sivi  faz  ekstraksiyonu daha ¢ok
kullanilmaktadir. Son zamanlarda yeni bir teknik olan kati faz mikroekstraksiyon
teknigi basitligi, hassasligi, hizliligi gibi avantajlarindan o6tiirii tercih edilmeye

baslanmistir. Ayni zamanda ¢oziicii gerektirme254’55.

2.6.5. Analiz

Uyutucu-uyusturucu maddelerin toksikolojik analizi 6n izleme ve dogrulama
olmak {izere iki basamag1 igerir. Immunoassay islemini takiben kromatografik analiz
uygulanir. Radyoimmunassay hassas ve giivenilir bir immunolojik tekniktir. Fakat
radyoaktif olarak etiketlenmis materyallerin kullanimi gliven alanimin diginda
uygulanmasin1 Onler. Bu ylizden radyoaktif olmayan metotlar tercih edilir. Enzim
immunoassay giivenilir, ¢ok hassas, ucuz ve basit olmasindan dolay1 alternatif bir
yontemdir. Bu analizlerde pozitif ¢ikan sonuglar gaz kromatografi/ kiitle spektrometresi

gibi daha kesin bir teknikle konfirme edilir’®’.

Literatiirde sa¢ telinde uyutucu/uyusturucu maddelerin analizinde gaz
kromatografi  (GC), gaz  kromatografi/kiitle spektrometresi  (GC/MS),
radyoimmunoassay (RIA), ince tabaka kromatografi (TLC), sivi kromatografi/kiitle

spektrometresi (LC/MS) gibi teknikler kullanilmigtir®®>*.
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Analitik teknolojilerin gelismesi analizlerin hassasiyetinin ve dogrulugunun
artmasini saglamistir. Boylece test sonuclarinin bilimsel olarak daha iyi anlasilip daha

kolay yorumlanmustir.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu caligmada diinyada ve iilkemizde kullanimi gittik¢e artan kokainin kilda
tespiti icin 10 adet erkek Yeni Zelanda cinsi tavsan kullanildi. Her grupta 5 tavsan
olmak iizere iki grup olusturuldu. Kokain hidrokloriir normal tuz soliisyonunda
coziilerek 1.gruba (Smg/kg) ve 2. gruba (10 mg/kg) intraperitonal yolla tek doz verildi.
12 giin boyunca tavsanlardan kil toplandi. Kil 6rneklerinin konfirmasyonu i¢in kan
ornekleri 3 giin alindi. Hayvan calismasi i¢in Cukurova Universitesi Tibbi Bilimler
Deneysel Arastirma ve Uygulama Merkezi Etik Kurulundan onay alindi. Toplanan kil
ve kan orneklerinin Ana Bilim Dalimiz Adli Toksikoloji Laboratuvarinda bulunan Gaz
Kromatografi/Kiitle Spektrometre cihaz1 ile analizleri yapildi. Bu ¢alismanin
gerceklestirilebilmesi i¢in Cukurova Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi

biitgesinden TF2009-YL14 no’lu proje ile parasal destek alind1.

3.1. Kil Ornekleri

10 adet 2-2,5 kg agirligindaki Yeni Zelanda cinsi tavsan kokain uygulamasindan
once kontrol grubunu olusturmak amaciyla elektrikli alet ile tirag edildi. Kokain
uygulandiktan sonraki 12 giin kil 6rnekleri tavsanin sirt bolgesinden alindi. Alian bu
ornekler aliiminyum folyo ile sarilarak her birine numara verildi. Analize kadar karanlik
ortamda, oda sicakliginda saklandh.

3.2. Kan Ornekleri

Kokain uygulandiktan sonraki 3 giin boyunca tavsanlarin kulak venasindan 2 cc
kan 6rnegi alindi. Diiz tiiplere aktarilarak her bir tiip numaralandirildi. Analize kadar

buzdolabinda +4 °C saklandh.

3.3. Deneylerde kullanilan Malzemeler
3.3.1. Kullamilan Kimyasal Maddeler
Kokain Hidrokloriir (Macfarlon Smith Ltd, Edinburgh)

Benzoilekgonin
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Kokain standardi (coc-ds, Ceriliant)
Benzoilekgonin standardi (BE-d3, Cerillant)
Metanol (Carlo Arba)

Diklorometan (Merck)

n-hekzan (Merck)

2-propanol (Merck)

Fosforik asit

Amonyum hidroksit (Merck)

Hidroklorik asit ( Merck, 1 N titrisol)
Potasyum dihidrojen fosfat (Sigma)

N-O-(bistrimetilsilil)trifloroasetamid: trimetilklorsilan (BSTFA:TMCS )Supelco

3.3.2. Kullanilan Arac¢ ve Geregler
Tipler ( 10 mI’lik)

Mikropipet (200ul ve 5000pul)

Pastor pipeti (isolab)

Enjektor

Saf su (deiyonize su)

Balon joje

MCX ekstraksiyon kartusu (Oasis, Waters)
HLB ekstraksiyon kartusu (Oasis, Waters)
Hassas terazi (Mettler Toledo)

Vorteks (Elektromag M16)

Su banyosu (Elektromag)

pH metre (Mettler Toledo)

Gaz kromatografi/ Kiitle spektrometresi (Agilent 6890 GC/5673 MS)
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Santrifiij (5500devir/dk.- Hettich Universal 30F)
Kati-s1v1 ekstraksiyon manifoldu (Agilent)
Kapiler kolon (HP-5MS,Agilent)

Helyum gaz1 ( yliksek saflikta)

Azot gazi

3.4. Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi
3.4.1. pH 7°de 0,1 M KH,PO4 Tamponunun Hazirlanmasi

13,61 g KH,PO4 1 L’ye tamamlanacak sekilde balon joje icerisinde distile suda
¢ozildi. Cozelti pH’s1 IM KOH ile ayarlandi. Hazirlanan bu fosfat tamponu

buzdolabinda muhafaza edildi.

3.4.2. 0,1 N HCI Cozeltisinin Hazirlanmasi

Saf suda ¢oziilen 1 N titrisol ( HCI) den 10 ml alinarak 100 ml balon jojede saf

su ile seyreltildi.

3.4.3. CH,Cl,:2-propanol:NH4OH Soliisyonunun Hazirlanmasi

100 ml balon joje icerisine 78 ml diklorometan, 20 ml isopropanol ve 2 ml

amonyum hidroksit eklenir.

3.4.4.1 M KOH Cozeltisi

56 g KOH distile suda ¢oziilerek toplam hacim 1 L ye tamamlanur.
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3.5. Gaz Kromatografi/Kiitle Spektrometresi Calisma Sartlari

Kromatografik analizler Hewlett-Packard 5973 kiitle se¢ici dedektorle eslesmis
yine Hewlett-Packard 6890N marka gaz kromatografi cihazi ile yapildi.

- Kolon : HP-5MS 0,25mm*30mm*0,25um kapiler kolon
- Taswyicl gaz : Helyum 0,8ml/dk

- Firn sicakligt :90°C

- Dedektor sicakligt :230°C

- Enjeksiyon sicakligi :300°C

- Enjeksiyon hacmi :2ul

- Transfer line :280° C

Kokainin tanimlanmasi i¢in se¢ilen iyonun izlenmesi (SIM) modu kullanildi.
Kokain i¢in se¢ilen iyonlarin m/z oran1 82,182, 303; benzoilekgonin i¢in bu oran 82,
240 ve 361dir.Internal standart olan kokain- d3 ve benzoilekgonin-d3 igin m/z orani

sirastyla 185 ve 243tiir.

Sekil 3.1. Gaz kromatografi/ Kiitle Spektrometresi (GC/MS )
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3.6. Kalibrasyon Egrisinin Hazirlanmasi

Kalibrasyon egrisi i¢in 20 mg kokain hidrokloriir tartilip 100 ml metanolde
¢ozildi. Hazirlanan 200 ppm’lik ¢ozeltiden farkli konsantrasyonlarda 100 pg/ml, 50
pg/ml, 25 pg/ml, 10 pg/ml, 5 pg/ml1 pg/ml,0.5 pg/ml standart ¢ozeltileri hazirlanarak
7 tane kalibrasyon noktas1 olusturuldu. Farkli 7 tiipe 20 ser mg kil, 2ml metanol, 1 ml
0.1 N HCI, 20 pl internal standart ve hazirlanan standart ¢ozeltilerden 20 pl ekleyerek
100ng/mg, 50 ng/mg, 25 ng/mg, 10 ng/mg, 5 ng/mg, 1 ng/mg, 0.5 ng/mg noktalar
olusturuldu. 200 ppm’lik stok benzoilekgonin ¢ozeltisinden de ayni konsantrasyonlarda
hazirlanarak benzoilekgonin i¢in kalibrasyon egrisi ¢izilmistir. Kokain ve
benzoilekgonin i¢in kalibrasyon grafigi sekil 3.2 ve sekil 3.3 de verilmistir. Kokain ve

benzoilekgonin i¢in korelasyon katsayis1 sirasiyla 0.999 ve 0.997 dir.
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Resp Ratio = 5.40e-001 * Amt - 1.65e-002
L Coef of Det (r"2) = 0999 Curve Fit: Lineaxr

Sekil 3.2. Kokainin kalibrasyon egrisi
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BENZOYLECGONINE

Sekil 3.3. Benzoilekgoninin kalibrasyonu

3.7. Cahsma Orneklerinin Hazirlanmasi
3.7.1. Orneklerin toplanmasi ve yikama islemi

10 adet Yeni Zelanda cinsi erkek tavsan iki grup halinde olusturularak bir gruba
5 mg/ kg digerine ise 10 mgkg kokain intraperitonal yolla verildi. Kokain
uygulamasindan sonraki 12 giin boyunca kil 6rnekleri tavsanlarin sirt bdlgesinden
rastgele yerlerden olabildigi kadar deriye yakin elektrikli alet ile trag edildi. Ayrica bu
islem yapilmadan 6nce blank kil 6rnegi de alindi. Toplanan kil Orneklerinde dis
kontaminasyonu uzaklastirmak i¢in bir yikama islemi yapildi. Killar sirasiyla
diklorometan, deiyonize su ve metanol ile yikanarak kurutulup aliiminyum folyo ile

sarilip oda sicakliginda karanlik ortamda muhafaza edildi.

3.7.2. Kil Orneklerinin Inkiibasyonu

20’ser mg kil o6rnekleri 10 mI’lik cam tiiplere tartilarak bu cam tiipler igerisine 2
ml metanol, 0.1 N hidroklorik asit ve 20ul 10ppm’lik internal standart karisimindan

eklendi. Bu soliisyon 65°C de 3 saat su banyosunda inkiibe edildi®"*.
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3.7.3. Kil orneklerinin Ekstraksiyonu

Kil ekstraksiyonu i¢in 6n hazirlama islemi yapildi. inkiibasyonu tamamlanan
tiipler 3500 rpm’de 3dk. santrifiij edildi. Dibe c¢oken kil Orneklerinin {ist fazindaki
cozelti (siipernetant) icerisinde 6 ml 0.1 M fosfat tamponu olan diger tiiplere pastor

pipeti yardimiyla alindi.

Ik 6nce MCX ekstraksiyon kartusu 2 ml metanol ve 2 ml deiyonize su ile
sartlandirildi. Onceden hazirladigimiz siipernetant kolona yiiklendi. Kolon yikama
islemi sirastyla 2’ser ml deiyonize su, 0.1 N hidroklorik asit, metanol: diklorometan

(1:1) ve hekzan ¢ozeltileri ile yapildi.

Eliienti almadan 6nce kartus 1 dk. vakum altinda hizli bir sekilde kurutularak 2

ml diklorometan: izopropanol: amonyum hidroksit (78:20:2) soliisyonu ile alind1.
Alman bu 6rnek azot gazi altinda uguruldu.

100 pl BSTFA:TMCS (99:1) eklenerek vortekslendikten sonra 80°Cde 25 dk.

tirevlendirildi.

2 ul 6rnek gaz kromatografi/ kiitle spektrometre cihazina enjekte edildi.

Sekil 3.4. Kati-s1v1 ekstraksiyon manifoldu
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3.7.4. Kan Orneklerinin Ekstraksiyonu

Ekstraksiyon isleminde ilk 6nce 1 ml metanol ve 1 ml su ile HLB kartusu
sartlandirildi. 1 ml serum igerisine 20 pl fosforik asit eklenerek 6rnek kolona yiiklendi.
Daha sonra 1 ml %5 lik metanol ¢ozeltisi ile kolon yikandi. Eliient 1 ml metanol ile
alindiktan sonra azot gazi altinda uguruldu. Son olarak 20 pl metanol viale eklenerek

vortekslendi. 2l 6rnek cihaza verildi®.

3.7.5. Veri Analizi

Ortalama degerler her bir grup icin ayr1 ayr1 SPSS istatistik programi (Mann-
Whitney ve ki kare testleri) kullanilarak hesaplandi. P degeri 0.05’ten kiiciik olanlar

anlamli olarak degerlendirildi.
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4. BULGULAR

Standart olarak hazirlanan kokain, benzoilekgonin; internal standart olan
kokain-d3 ve benzoilkgonin-d3’iin gaz kromatografi-kiitle spektrometresi cihazinda
elde edilen kromatogrami sekil 4.1°de gosterilmistir.

70 to TO): 2ENCYVENI .

.70 o PO CEEINIGTYIEINILL D
N 240 000 C2559. 70 o 240, 700 2EINNCTVIEINIEL D
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(llll BE-d3
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Sekil 4.1: 25ng/mg standart ve internal standart karisiminin GC/MS’deki kromatogrami
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Sekil 4.2. Tavsan kilinda tespit edilen kokain ve benzoilekgonin pikleri

ki gruba ayrilan 10 adet tavsanin kokain uygulamasindan sonraki 12 giin
boyunca sirt bolgelerinden alinan killarinda tespit edilen kokain miktarlart Cizelge
4.1.”de gosterilmistir.

Cizelge 4.1. Tespit edilen kokain miktari

Gru:l(Sm_g_/kg) n=5 Grup 2 (10 m§/kg)n=5

X%S8S.' | Med | Min Mak X%S.S. Med | Min | Max p

(ng/mg) degeri
lgon |173+033 | 168 | 142 | 222 |1,18067 | 1,43 - 1,69 | 0,175
2gin [ 164030 | 1,74 | 1,10 | 18 |123+071| 1,46 - 1,79 | 0,209
3gun | 1,00t058 | 1,22 - 152 | 092+052 | 1,06 - 1,31 | 0675
4gun | 0564076 - - 141 | 068063 | 1,07 - 1,18 | 05911
Sgin | 1066071 | 1,40 | - 144 | 055075 | - - |14 [ 0371
[ 6gin 5 g 5 g i 2 2 = 1
7g0n . " . " " . " . 1
8gin . - . . . - i " 1
Sgun - - - - - - - - 1
10.gun - - - - - - - - 1
11gin - - - - - - - - 1
12.g0n 5 . - 5 5 % g i 1

a: aritmetik ortalama+ standart sapma

-: tespit edilemedi
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Kokainin ana metaboliti olan benzoilekgoninin tavsan kilinda bulunma sikligi
Cizelge 4.2.ve 4.3°de gosterilmistir.

Cizelge 4.2. Grup 1 (Smg/kg) *de benzoilekgoninin bulunma siklig

Grupl BE yok TLA BE var
Smg/kg
1.giin %60 - %40
2.giin %80 - %20
3.giin %40 %20 %40
4.giin %100 - -
5.giin %100 - -

Cizelge 4.3. Grup 2 (10 mg/kg)’de benzoilekgoninin bulunma siklig

Grup2 BE yok TLA BE var
10mg/kg

1.giin %60 %20 %20

2.gilin %80 %20 -

3.giin %40 %20 %40

4.glin %100 - -

5.giin %100 - -

TLA: teshis limiti altinda
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Kan orneklerinin gaz kromatografisi/kiitle spektrometresi ile yapilan analizinde
kokaine rastlanmamistir. Kan 6rneginin kromatogrami sekil 4.3.’de gosterilmistir.

Abundance

TIC: 1-2 KAN.D
O500000

T T T T
6.00 7 .00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00

Time--=

Sekil 4.3. Kan 6rneginin GC/MS’deki kromatogrami
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5. TARTISMA

Glinlimiizde uyutucu ve uyusturucu madde kullanimi gittikge artmaktadir.
Tiirkiye Biiylik Millet Meclisi Arastirma Komisyonunun yaptig1 ¢aligmalarda
Tirkiye’de uyusturucu madde siralamasinda esrardan sonra ikinci sirayr kokain
almaktadir. Ayn1 zamanda Birlesmis Milletler Uyusturucu ve Su¢ Ofisi (UNODC)
tarafindan yayinlanan 2010 yili verilerine gore son 10 yilda 800 ile 1000 ton arasinda
saf kokain {iiretildigine dikkat ¢ekilmistir. Bu veriler pek ¢ok bdlgede ve iilkede kokain
kullanimina bir egilim oldugunu goéstermektedir. Avrupa Uyusturucu ve Uyusturucu
Bagimliigi Izleme Merkezi (EMCDDA) 13 milyon kisinin kokain kullanmakta

oldugunu kaydetmistir®®®’.

Bilim adamlar1 20 yildir kilda uyutucu-uyusturucu maddelerin analizi igin
analitik prosediirler gelistirmektedir'®. Uyutucu-uyusturucu maddelerin tespitinde pek
cok iilke rutin olarak klinik toksikolojide, adli bilimlerde kil testini kullanmaktadir. Bu
testler Ozellikle idrar analizleri i¢in tamamlayict bir yontemdir. Kan ve idrar
analizlerinin gegerliligi maddenin eliminasyon yar1 dmriine baglidir. Ornegin bu madde
eliminasyon yar1 0mrii 1 saatten daha az olan kokain olmasi halinde kan veya idrarda
madde ve metabolitleri birka¢ giinden sonra tespit edilemezken kannabinoid gibi diger
uyusturucu maddeler kullanimdan sonra maksimum 3-4 haftaya kadar bulunabilir. Kil
analizleri kisinin kil gévdesinin uzunluguna bagli olarak su anda ve ge¢cmiste madde

kullanimu ile ilgili bilgisini verir®®.

Rutin olarak tek doz madde kullaniminin tespit edilmesinde genellikle tercih
edilen biyolojik 6rnekler, kan veya idrar 6rnekleridir. Kan 6rneklerini almak invaziv bir
yontemdir ve hemsire gibi bir saglik gorevlisi tarafindan alinmalidir. Ilacin tespit siiresi
de kisadir. Idrar drnekleri ise baska drnekle karisma riski tasimaktadir. Ozellikle seksiiel
saldirilarda kisi yasadig1 psikolojik travmanin etkisiyle kendine gelene kadar saatler
hatta gilinler gegmektedir. Dolayisiyla bu vakalarin ¢ogu birkag giin sonra polise
bagvurmasina ragmen toksikolojik inceleme i¢in gerekli olan kan ve idrar maddenin
tayini icin uygun olmayabilir. Bu nedenle gelismis analitik duyarliliktan dolayr kil

analizleri tek doz uyusturucu kullaniminin tespitinde yararl olabilmektedir".
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Calismamizin  ilk  kismim1  dekontaminasyon islemi  olusturmaktadir.
Dekontaminasyon islemi iki sebeple olasidir. Ilki ter, sebum ve tozun yani sira
sampuan, kil spreyi gibi kil lizerindeki kalintilar cihazdaki analitik giiriiltiiniin artmasina
neden olmaktadir. Diger neden ise uyutucu/uyusturucu maddeler kila ¢evresel

maruziyet ile de baglanabilmektedir. Bu da yanlis test sonuglarina yol agmaktadir.

Literatiirde yikama islemi icin her laboratuar farkli bir yontem uygulamaktadir.
Calismamizda ilk yikama organik bir ¢oziicii olan diklorometan ve onu takiben su, son
yikama da yine organik bir ¢dziicii olan metanolle olmustur’®. Boylece kil sisirmeden

dis kirlilikler uzaklastirilmaya calisilmistir.

Uyutucu-uyusturucu maddeler i¢in kil analizlerindeki en 6nemli ve zaman alict
basamak inkiibasyon islemidir. Genellikle ultrasonik bir banyoda metanol veya sulu bir
tamponla bu islem gerceklestirilmektedir. Valente ve ark. 0.1 M HCI, 0.1 M NaOH ve
metanol kullanarak kokainin izolasyonu icin ilk karsilastirmay1 yaparak metanolde
60°C de kokainin %84iinii geri kazanmislardir®. Romolo ve ark. ise 0.1 N HCI ile

pargalamanin daha iyi oldugunu séylemislerdir*®.

Barroso ve ark. en iyi inkiibasyon zamanini bulmak i¢in ii¢ farkli ¢dziicii
kullanarak kiyaslama yapmuslardir. Bu ¢oziicli ¢esitleri metanol, 0.1M HCI ve 2:1
oraninda hazirlanmis metanol: 0.1M HCI karisimidir. Bu ¢oziciiler1 20 mg kila
ekleyerek ultrasonik banyoda 65°C’de kontrollii zaman araliklarinda (1,2,3,5 ve 18 saat)
inkiibe etmiglerdir. Ayn1 zamanda yaptiklar1 ¢aligmada inkiibasyon siiresini kisaltmak
icin sicakligl arttirmanin miimkiin olmayacagini sdylemislerdir. Ciinkii kokaininin
belirgin bir bicimde benzoilekgonine doniistiiglinii belirtmislerdir. Bu yiizden
calismamizda secilen inkiibasyon durumu 65°C’de 3 saat metanol: 0.1 N HCI ile
muamele islemidir®. NaOH alkali durumlar altinda stabil olan maddeler icin uygun bir
yontemdir. Kannobinoid ve amfetamin gibi alkali stabilitesi olan maddelerde yliksek
verim elde edilir. Kokainin ekgonine doniismesini Onlemek ic¢in alkali hidrolizi

yaptlmamustir®.

Inkiibasyon isleminden sonra elde edilen ¢ozelti yiiksek oranda safsizlik

icermektedir. Bu nedenle analiz oncesi sivi-sivi veya kati-sivi faz ekstraksiyonu iceren
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bir clean-up yontemi uygulanmalidir. Kat1 faz ekstraksiyon yontemi siv1 faza gére daha

fazla tercih edilmektedir. Bunun nedenlert;

e Pratik ve biitiin laboratuvarlarda uygulanabilir bir metottur.

e Daha az ¢oziicii ve ayirict madde kullanildigindan daha ekonomiktir.

e (Geri kazanim oran (recovery) yiiksektir ve istenilen yogunlukta drnekler
elde edilebilir.

e Ornek, tutucu madde ve ¢dziiciiler arasinda capraz bulasma riski diisiik
oldugundan yiiksek dogrulukta sonuglar elde edilir.

e Diisiik miktarda 6rnek islendiginden sivi-sivi ekstraksiyondaki gibi
emilsiiyon olusma problemi yoktur.

e En az diizeyde ugurma islemine ihtiya¢ duyuldugundan kararsiz 6rnek
olusumu nadirdir.

e (oziici ve Orneklerin az miktarda kullanilmasindan dolay1 zararh

maddelerle temas daha azdir’’.

Laboratuarimizin genel durumu ve yukarida agiklanan avantajlar géz Oniine

alinarak ¢alismamizda kati-faz ekstraksiyon yontemi yapilmistir.

Calismamizda 2-2,5 kg agirligindaki tavsanlara iki farkli konsantrasyonda ( 5 ve
10 mg/kg) kokain verilmistir. Bunun nedeni tek dozun diisiik miktarda tespit edilip
edilmeyecegidir. 12 giin boyunca tavsan killarinda tespit edilen kokain miktarlari
verilmistir (Cizelge 4.1.). Ik 5 giin her iki grupta da kokain tespit edilirken sonraki
giinlerde kokain bulunamamistir. Kokainin ¢ok ¢abuk metabolize olusuna bagli olarak
cogu biyolojik ornekte benzoilekgoninin baskin olmasina ragmen kilda bulunan ilk
metabolit kokaindir. Cone ve ark. kokainin kilda metabolitleri {izerinde baskin durumda
oldugunu ve benzoilekgoninin muhtemelen kilin igerisine gegtikten sonra tiretildigini
géstermislerdir35. Calismamizda benzoilekgoninin kilda bulunma siklig1 daha azdir. Bu
veriler calisgmamizin literatiirle uyumlu oldugunu gdstermektedir. Kokain kilda 1.
giinden itibaren 5 gilin boyunca tespit edilmistir. Benzoilekgonin ise 3.giinden sonra

gbzlemlenememistir.

Kilda uyutucu/uyusturucu madde tespitinin giinlerden aylara hatta yillara kadar

genis bir dedeksiyon penceresine sahip oldugu bilinmektedir. Ancak bu siire kokaini tek
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doz uygulamamizdan Otlrii 5 ginii gecememistir. Jurado ve ark. ise disi Fauve
Bourgogne tavsanlarina tek doz (5mg/kg) kokain uygulayarak sirt killarinda 1.glin
kokain ve benzoilekgonini en yiiksek miktarda tespit etmiglerdir. 10. giin ise kokain ve

metaboliti olan benzoilekgonini bulamamislardir’'.

Kil icerisine madde gegisinde 1rk, cinsiyet, beslenme, genetik etkenler 6nemli bir
rol oynamaktadir. Calismamizdaki kokain tespit siiresinin Jurado ve ark. gére daha kisa

olmasinin nedeni olarak farkli irklarin, cinslerin kullanilmasi ile agiklanabilir.

Bu calismada iki farkli dozun kil igerisine gecis miktar1 hemen hemen ayni
olmustur. Calismamizin istatiksel olarak incelenen verilerinde p degeri 0.05’in {istiinde
cikmistir (p>0.05). Dolayis1 ile gruplar arasinda doza bagli herhangi bir fark

bulunamamustir.

Literatlirde doz-cevap iliskisini aciklarken genellikle kiyaslanacak dozlar 5 giin
boyunca hayvanlara verilmistir. Calismamizda doz-cevap iliskisini tespit edememizin
nedeni kokainin kronik olarak verilmemis olmasidir.  Ayrica yapilan kontrolli
calismalarda pek ¢ok uyusturucu maddenin tercihsel olarak pigmentli kil igerisine gegis
yaptig1 saptanmistir. Hubbard ve ark. Long Evans ratlarina intraperitonal olarak kokain

uygulamasindan sonra pigmentli kilda daha fazla kokain bulgusuna rastlamislardir’>".

Kil analiz sonuglarinin yorumlanmasi zordur. Ciinkii maddenin lipofilitesi,
melanin afinitesi, pK,’s1 gibi pek cok faktor kil icine madde gecisini etkiler. Kilda
kokainin pozitif oldugunun tanimlanabilmesi icin tespit limitinin (LOQ)<0.5ng/mg,
metabolitlerinin tespit limiti degeri ise <0.05ng/mg olmasi sa¢ analizleri dernegi
tarafindan Onerilir. Bu caligmada kokain ve benzoilekgonin icin tespit limiti degeri
(LOQ) sirasiyla 0.1 ve 0.3 ng/mg bulundu. Ayn1 zamanda dedeksiyon limiti (LOD)
hesaplanarak kokain i¢in 0.03ng/mg, benzoilekgonin i¢in 0.08 ng/mg bulundu.

Kil testini konfirme etmek amaciyla tavsanlarin kulak venasindan alinan kan
orneklerinde kokain tespit edilememistir. Ciinkii kan kokain verildikten sonraki giin (24
saat) almmistir. Su ve yeme kisitlamasi yapilmayan tavsanlarda kokain c¢abuk

metabolize oldugundan idrarla atilmistir.
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Sonu¢ olarak bolimiimiizde bulunan ve rutin olarak hizmet veren Adli
Toksikoloji laboratuvarinda kilda tek doz veya c¢oklu doz kokainin tespiti,

calismamizda gelistirdigimiz yontemin uygulanmasi ile miimkiin olacaktir.
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10.

11

6. SONUC VE ONERILER

. Bucalismada 10 adet Yeni Zelanda cinsi tavsana rastgele iki grup olusturularak

intraperitonal yolla farkli miktarda (5 ve 10 mg/kg) kokain verilerek sirt
bolgelerinden toplanan killarda kokain ve benzoilekgonin tespiti ¢alisildi.

Kilda kokain tespitini konfirme etmek amaciyla kan 6rnekleri de ¢alisildi.

. Kil ve kan orneklerinin analizi gaz kromatografi-kiitle spektrometresi cihazi ile

yapilmustir.

Analizler sonucunda grup 1 ve 2 arasinda istatistiksel bir farka rastlanmamaistir.
1.grupta 1.giin ortalama 1.7+0.03ng/mg kokaine rastlanirken grup 2’de ortalama
1.2+0.06 ng/mg kokaine rastlanmistir. Benzoilekgonin ilk 3 giin tespit edilmistir.

Bulunma siklig1 kokaine gore daha azdir.

. Kilda kokain benzoilekgoninden daha yiiksek konsantrasyonda bulunmustur.

Kokainin ¢ok c¢abuk metabolize olmasi ve kan Orneklerinin 1 giin sonra
toplanmasindan o6tiirli kanda kokain tespit edilememistir.

In vitro ve in vivo ¢alismalarda doz-cevap iliskisini degerlendirirken kiyaslama
yapilacak konsantrasyonlar belli bir siire uygulanmalidir.

Su anki ve ge¢mise doniik kullanimi tespit ederken kan ve idrar analizlerinin
yani sira kil analizleri de yapilmalidir.

Kil testinin pozitif tanimlanabilmesi igin sa¢ analizleri dernegi tarafindan
yayinlanan kriterler géz 6niinde bulundurulmalidir.

Kilin pasif kontaminasyonundan kagimmak i¢in analiz Oncesi yikama islemi

uygulanmalidir.

. Adli ve klinik toksikoloji laboratuvart olarak hizmet veren laboratuvarimiz i¢in

uyutucu/uyusturucu madde analizlerinde kan ve idrara gore daha kolay elde
edilen ve daha giivenilir bir biyolojik 6rnek olan sagta uyutucu/uyusturucu

madde analiz yontemi gelistirilip rutin hizmette kullanilabilecektir.
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	tez
	Genel adli tıp uygulamalarında, gerek klinik muayenelerde gerekse postmortem incelemelerde olguların değerlendirilmesi ve doğru bir şekilde yorumlanabilmesi için diğer inceleme yöntemlerinin yanı sıra toksikolojik inceleme önemli bir yer tutmaktadır. Bell
	1
	vücut kıllarına (saç, sakal, pubik kılları vb.)  yerleşebilmekte ve kıl yapısında bozunmadan muhafaza edilmektedir. Kılın kolay elde edilebilmesi, gerektiğinde tekrar temini, saklama ve nakil kolaylığı, invaziv bir yöntem olmaması ve kişinin madde kullanı
	. Son yıllarda ülkemizde kokain kullanımının artması ülkemizin bu madde için hedef ülkelerden biri olma yolunda olduğunu ve yavaş yavaş bir kokain pazarının oluştuğunu göstermektedir. Bu nedenle, ülkemizde giderek artan bir kokain bağımlılığından söz edil
	2
	Kokain,
	bitkisinin yapraklarında bulunan doğal olarak oluşan bir maddedir. Güney Amerika’ya özgü bu bitki aynı zamanda Afrika, Güney Asya ve Avustralya’da yetiştirilir. 3000 yıl önce güney Amerika yerlileri açlık hissini köreltmek ve bitkinliklerini azaltmak için
	. Cartmell ve ark. M.Ö. 2000 ve M.S. 1500 tarihleri arasında And dağları bölgesinde koka yapraklarını çiğneyen Şilili mumyaların kılında kokainin ana metaboliti olan benzoilekgonin varlığını radyoimmunossay analizleri yaparak dikkat çekici sonuçlar ortaya
	. Kokain alkaloidinin izolasyonu ilk defa Almanya’da 1859 yılında Albert Niemann tarafından anestezik özellikleri ile birlikte karakterize edilmiştir. Niemann bu alkaloidin acı bir tadı olduğunu ve dilde tuhaf bir hissizlik, uyuşma meydana getirdiğini bel
	. 1863 yılında Angelo Mariani adlı bir kimyager Vin Mariani olarak adlandırdığı içerisinde kokain olan şarabı piyasaya sunarak kokainin popüler bir madde olmasına sebep olmuştur. Koka bitkisinden kokaini ekstrakte ettikten sonra şarapta çözücü olarak
	3
	etanolü kullanmıştır. 1886 yılında John Slith Pemberton kokain-kafein karışımını Coca-Cola ismi ile pazarlamaya başlamıştır
	. 1891 yılından itibaren kokainin çok ciddi tehlikeleri fark edilmiş ve 200 adet sistemik zehirlenme olayı rapor edilerek bu olayların 13 tanesi ölümle sonuçlanmıştır. 1906 yılında A.B.D. Saf Besin ve İlaç Bürosu (FDA) kokain kullanımını kontrol etmeye ça
	. Günümüzde klinik uygulamalarda daha az toksik olan sentetik anestezik ilaçlar kokainin yerini almıştır.
	Koka bitkisinden kokain ekstrakte edilirken koka bitkisinin yaprakları yoğun bir madde izole edilene kadar kerosen gibi bir çözücüyle iyice ıslatılır. %40-80 kokain içeren bu madde hidroklorik asit ile muamele edilerek kokain hidroklorür tuzuna veya kokai
	.
	4
	Kokain içicilerinin en yaygın kullandıkları yöntem serbest bazdır. Serbest baz oldukça düşük sıcaklıklarda uçucu hale gelir. Organizma üzerinde en güçlü etkiyi serbest baz sağlar. Ancak krak kokain elde ederken organik çözücü kullanılmadığından dolayı yön
	.
	Kokain dünyanın pek çok yerinde en sık suistimal edilen maddelerden biridir. Kokain pek çok şekilde ve çok geniş doz aralıklarında kullanılır
	. Kişiler kokaini sigara gibi içerek, çiğneyerek, buruna direkt çekerek, ağız yoluyla, dilaltından ve damar içi yoldan kullanırlar. Kokainin farmokokinetik özelliği fiziksel/kimyasal formuna, uygulama yoluna, genetik yapıya ve alkolle aynı anda tüketimine
	. Kokain kullananların büyük çoğunluğu, kokain tozunu burnun kapillerinden mukozasına çekmek suretiyle alırlar. Rahatlama etkileri 20-45 dakika içerisinde başlar. Uzun süre bu şekilde kokain kullanan kişilerde burun akıntısı, mukoza erozyonu ve daha seyre
	.
	Kokain lokal anestezikler grubuna giren tropan halkası ihtiva eden ester yapılı, doğal kaynaklı bir alkoloittir. Benzoik asit ve bir azotlu halka olan metilekgonin içerir. Yapısal olarak hidrofobik ve hidrofilik grupları içerir. Hidrofobik kısım benzen ha
	C) ısıtma ile bozulur. Suda kolayca çözünebildiğinden intravenöz kullanıma uygundur. Serbest baz kokain erime derecesi düşük olduğundan (96-98
	C) sigara ile içmeye uydundur.
	5
	Kokainin letal dozu 70 kg bir insan için 500 mg.dır. Bağımlılık kazanmış kişilerde bu doz 1-2 grama ulaşır
	.
	Sistemik olarak kokain; öfori etkisi oluşturan, fiziksel dayanıklılığı ve mental kapasiteyi arttıran, bitkinlik hissini ve iştahı azaltan, bazı zamanlarda cinsel ilgiyi arttıran, merkezi sinir sistemini uyaran bir maddedir. Bu uyarıcı etkilerinden dolayı 
	6
	ise kokain ve alkolün aynı anda tüketilmesiyle karşılıklı esterleşme reaksiyonu sonucu oluşur
	Ortalama kokain atılımı intranasal yolla 75 dakika, oral yol ile 48 dakika ve intravenöz yolla 54 dakikadır
	. Yarılanma ömrü kişiler arasındaki kolinesteraz düzeylerindeki farklılığa, uygulanma yolu ve dozuna bağlı olarak değişmektedir
	. Plazma ve karaciğer kolinesteraz enzimi kokaini benzoilekgonin ve ekgonin metil ester olarak hidroliz eder. Bu nedenle kokain tespit ederken değişmeden atılan kokain yerine idrardaki metabolitlerine bakılır. İdrar analizlerinin non-invaziv olması, anali
	.
	7
	Son yıllarda uyuşturucu madde kullanımındaki artışa bağlı olarak klinik kimya, adli ve klinik toksikoloji alanlarında uyuşturucu madde tespiti için idrar ve kan numunelerine alternatif olarak kıl kullanılmaktadır
	. Kıl, kronik ve geçmiş tüketimin geriye dönük araştırmasını mümkün kılan daha uzun dedeksiyon penceresine sahip olmasından dolayı toksikolojik analizler için kullanılan kan ve idrar gibi diğer materyallerden farklılaşır. Örnek toplama işlemi non-invazivd
	.
	8
	Kıl kişilerde renk, miktar ve şekil olarak farklı, yapı olarak aynı görünmesine rağmen insan anatomisinin çok karmaşık bir parçasıdır. Kıl memelilerin derisindeki farklılaşmış organların bir ürünü olup %65- 95 i protein ( esasen keratin), %15-35 i su, ger
	9
	Hücre membran kompleksi protein ve protein-lipid kompleksinden meydana gelir. Kılın kimyasal ve mekanik etkiye dayanıklı olmasını sağlar. Bir kıl aynı türde bir telden oluşmamıştır. Onun yerine kütikıl, korteks ve medulla olarak adlandırılan üç ortak merk
	10
	Medulla kılın en içteki merkezinde yer alır ve medular hücrelerden meydana gelir. Bir insanda medulla kıl miktarının çok küçük bir yüzdesini oluşturur. Genel olarak kıl fiberinin çapı arttığı için medullanın boyutu da artar
	.
	Yetişkin bir insanda yaklaşık olarak 5 milyon kıl folikülü olduğu tahmin edilmektedir. Bunun 1 milyonu baştadır. Kıl sürekli olarak büyümez. Büyüme ve dinlenme dönemleri halinde büyür. Kıl anagen faz (büyüme), catagen faz( geçiş) ve telogen faz( dinlenme)
	11
	sonra kıl folikülü talogen olarak adlandırılan bir dinlenme dönemine girer ve büyüme tamamen durdurulur. Kılın büyüme safhası 4-8 yıl, geçiş ve dinlenme fazları ise sırasıyla, birkaç hafta ve 4-6 aydır. Saç genelde bir ayda 0.6 cm ile 1.4 cm arasında uzar
	.
	İnsan kılında zehirlerin tespitinde ilk vaka 1858 yılında Hope tarafından Adli Tıp Uygulama Dergisinde yayımlandı. Hope 11 yıl sonra mezardan çıkarılan kişinin saçında arseniği tespit etti. Bunu takiben yaklaşık 100 yıl sonra, 1954 yılında Goldblum kobayl
	12
	kodeinin radyoimmunoassay ile iyi bir cross reaksiyonuna sahip olmasından ötürü bu kitleri morfin için spesifik olan kitlerle değiştirdi. 1985’de Hamburg’da yapılan olağan toplantıda sürekli kodein tüketen bir hastanın kıl analiz sonuçları sunuldu. Bu son
	.
	Yapılan deneysel çalışmalar ilaçların kıl içerisine çeşitli mekanizmalarla girebileceğini göstermiştir. Kıl içerisine madde geçişi için amaçlanan en kesin model pasif transferdir. Bu modelde kimyasallar folikülün tabanında büyüyen kıl hücreleri içerisine 
	.
	13
	Yapısal bakış açısına göre üç faktör madde geçişini etkiler. Bunlar kılın melanine bağlanma afinitesi, lipofilitesi ve iyonizasyon durumudur.  Kılın rengi ve kimyasal maruziyet kıl içerisine geçişte önemli bir rol oynar
	. Melaninin kokain ve metaboliti benzoilekgonin dahil olmak üzere pek çok ilacı bağlayan bir materyal olduğu tartışılmazken, kokainin keratin proteni dahil kıla geçen diğer şeylerin büyük bir kısmını da bağlar
	. Örneğin kır saçlı kişiler pigment etkisini göstermek için uygundur. Kıl kökü kanda aynı ilaç konsantrasyonuna maruz kalmasına rağmen pigmentli kıldaki madde miktarı pigmenti olmayan kıldan 10 kat daha yüksek bulunmaktadır. Yapılan kontrollü çalışmalarda
	. Diğer bir teori de kılda bolca bulunan sistinin –SH gruplarının kimyasal madde ile bağ yapmasıdır. Normalde –SH grupları karşılıklı S-S bağları oluşturarak protein lif ağını stabilize ederler. Bu nedenle büyüyen kıl hücrelerine giren maddenin sıkıca bağ
	.
	14
	Uyutucu-uyuşturucu maddelerin kıl analizi için toplama prosedürü standardize edilmemiştir. Yayınlanan çoğu çalışmalarda numune baş bölgesinden rastgele alınmaktadır.  Ancak Saç Analizleri Derneği (Society of Hair Testing) tarafından tespit edilen pozitif 
	. Bu kriterler; - Kılın insanda en iyi toplandığı alan kafanın arkasındaki posterior vertex bölgesidir. Çünkü bu bölgede talogen safhada olan kılın oranı en düşüktür. Kıl yaş ve cinsiyet ile ilgili etkilere daha az bağlıdır. İnsanlarda en kolay örnekleneb
	.
	15
	Son yıllarda kıl analizleri için çok sayıda prosedür tanımlanmıştır. Analitik sonuçların benzerliğini ve kalitesini geliştirmek için analitik yöntemlerin standardizasyonu önemlidir. Kıl analizleri için genel bir yöntem oluşturmak ve analizlerin yeterliliğ
	. Genel olarak kıl analizleri beş basamakta gerçekleşir.
	Yıkama işleminin asıl amacı epidermal tabakaya penatüre olan kimyasal maddelerin yanı sıra kılın yüzeyinden yağı, kiri ve dış kirlilikleri uzaklaştırmaktır. Kıl analizlerinde karşılaşılan en önemli konu uyuşturucuya pasif maruz kalarak yanlış pozitif test
	. Diklorometan veya aseton gibi non-protik organik çözücüler yıkama işlemi açısından daha avantajlıdır. Çünkü kılı şişirmeyerek kıldan materyaller kolaylıkla ekstrakte edilebilir
	. Bu sebeple yıkama işleminde diklorometan, su ve metanolle yıkama tercih edildi.
	Segmentlere ayrılmış kıl pek çok vakada kişilerin madde kullanım süresi hakkında önemli bilgi sağlayabilir. Bu amaçla eğer kişinin madde kullanım zamanı tespit edilecekse segmentlere ayrılır. Romolo ve ark. yaptıkları çalışmada işlem öncesi
	16
	bilyalı değirmen kullanarak kıl örneklerini toz haline getirmiştir. Toz haline gelen kıl örneklerinin daha homojen ve daha uygun olduğunu düşünmüşlerdir
	. Uygun segment uzunluğunu ayarlarken analiz yöntemi düşünülmelidir. İstismar edilen maddenin konsantrasyonu kıl kökünden dışa doğru azalır. Bu nedenle segmentlere ayırırken artan uzunluklarda parçalara ayrılmalıdır. Merkezden uzak olan kılda pasif kontam
	. İstismar edilen maddenin kimyasal yapısı ve kullanılan ajanlara karşı duyarlılığı göz önünde bulundurulmalıdır.
	Amfetamin, morfin, kannabinoid gibi alkali durumlar altında stabil olan maddeler analiz edildiğinde uygun olan yöntemdir. Genellikle kıl örneğinin 0.1-2.5 M NaOH ile 37
	C’de gece boyunca inkübasyonunu içerir. Bazik ekstraksiyon özellikle nikotin, amfetamin, esrar, antidepresan ve nöroleptikler açısından avantajlıdır
	.
	Hemen hemen tüm maddelerle uyumlu olan prosedür su banyosunda 5-18 saat metanolle muamele etme işlemidir. Opiyat, kokain, amfetamin, metadon gibi maddeler proton verdiğinden ötürü pH 6.4-7.6 fosfat tamponu ile veya 0.01-0.5M HCl ile muamele edilir. Hidrof
	.
	17
	Kıl analizlerinde enzimlerin kullanılması ile kıl yapısı bozularak tampona maddelerin geçişi sağlanır. Bu amaçla β-glukorodinaz/ arilsülfat, proteinaz K, proteaz E gibi birkaç enzim kullanılır. Kılın enzimatik sindiriminin dezavantajında immunoassay aracı
	.
	Sulu ekstraktlarda veya çözeltilerde bulunan safsızlıklardan dolayı direkt GC/ MS enjeksiyonu yapmak olanaksızdır. Bu amaçla sıvı-sıvı veya katı-sıvı ekstraksiyon yöntemi tanımlanmasına rağmen otomatik sistemlerin uygulanabilirliği ve gelişmiş ekstraksiyo
	.
	Uyutucu-uyuşturucu maddelerin toksikolojik analizi ön izleme ve doğrulama olmak üzere iki basamağı içerir. İmmunoassay işlemini takiben kromatografik analiz uygulanır. Radyoimmunassay hassas ve güvenilir bir immunolojik tekniktir. Fakat radyoaktif olarak 
	.Literatürde saç telinde uyutucu/uyuşturucu maddelerin analizinde gaz kromatografi (GC), gaz kromatografi/kütle spektrometresi (GC/MS), radyoimmunoassay (RIA), ince tabaka kromatografi (TLC), sıvı kromatografi/kütle spektrometresi (LC/MS) gibi teknikler k
	.
	18
	Analitik teknolojilerin gelişmesi analizlerin hassasiyetinin ve doğruluğunun artmasını sağlamıştır. Böylece test sonuçlarının bilimsel olarak daha iyi anlaşılıp daha kolay yorumlanmıştır.
	19
	Bu çalışmada dünyada ve ülkemizde kullanımı gittikçe artan kokainin kılda tespiti için 10 adet erkek Yeni Zelanda cinsi tavşan kullanıldı. Her grupta 5 tavşan olmak üzere iki grup oluşturuldu. Kokain hidroklorür normal tuz solüsyonunda çözülerek 1.gruba (
	10 adet 2-2,5 kg ağırlığındaki Yeni Zelanda cinsi tavşan kokain uygulamasından önce kontrol grubunu oluşturmak amacıyla elektrikli alet ile tıraş edildi. Kokain uygulandıktan sonraki 12 gün kıl örnekleri tavşanın sırt bölgesinden alındı. Alınan bu örnekle
	Kokain uygulandıktan sonraki 3 gün boyunca tavşanların kulak venasından 2 cc kan örneği alındı. Düz tüplere aktarılarak her bir tüp numaralandırıldı. Analize kadar buzdolabında +4
	C saklandı.
	Kokain Hidroklorür (Macfarlon Smith Ltd, Edinburgh) Benzoilekgonin
	20
	Kokain standardı  (coc-d
	, Ceriliant) Benzoilekgonin standardı (BE-d
	, Cerillant) Metanol (Carlo Arba) Diklorometan (Merck) n-hekzan (Merck) 2-propanol (Merck) Fosforik asit Amonyum hidroksit (Merck) Hidroklorik asit ( Merck, 1 N titrisol) Potasyum dihidrojen fosfat (Sigma) N-O-(bistrimetilsilil)trifloroasetamid: trimetilk
	Tüpler ( 10 ml’lik) Mikropipet (200µl ve 5000µl) Pastör pipeti  (isolab) Enjektör Saf su (deiyonize su) Balon joje MCX ekstraksiyon kartuşu (Oasis, Waters) HLB ekstraksiyon kartuşu (Oasis, Waters) Hassas terazi (Mettler Toledo) Vorteks (Elektromag M16) Su
	21
	Santrifüj (5500devir/dk.- Hettich Universal 30F) Katı-sıvı ekstraksiyon manifoldu (Agilent) Kapiler kolon (HP-5MS,Agilent) Helyum gazı ( yüksek saflıkta) Azot gazı
	13,61 g KH
	PO
	1 L’ye tamamlanacak şekilde balon joje içerisinde distile suda çözüldü. Çözelti pH’sı 1M KOH ile ayarlandı. Hazırlanan bu fosfat tamponu buzdolabında muhafaza edildi.
	Saf suda çözülen 1 N titrisol ( HCl) den 10 ml alınarak 100 ml balon jojede saf su ile seyreltildi.
	100 ml balon joje içerisine 78 ml diklorometan, 20 ml isopropanol ve 2 ml amonyum hidroksit eklenir.
	56 g KOH distile suda çözülerek toplam hacim 1 L ye tamamlanır.
	22
	Kromatografik analizler Hewlett-Packard 5973 kütle seçici dedektörle eşleşmiş yine Hewlett-Packard 6890N marka gaz kromatografi cihazı ile yapıldı.
	- Kolon                                         : HP-5MS 0,25mm*30mm*0,25µm kapiler kolon - Taşıyıcı gaz                               : Helyum  0,8ml/dk - Fırın sıcaklığı                            : 90
	C - Dedektör sıcaklığı                     : 230
	C - Enjeksiyon sıcaklığı                  : 300
	C - Enjeksiyon hacmi                      : 2µl - Transfer line                              : 280
	C
	Kokainin tanımlanması için seçilen iyonun izlenmesi (SIM) modu kullanıldı. Kokain için seçilen iyonların m/z oranı 82,182, 303; benzoilekgonin için bu oran 82, 240 ve 361dir.İnternal standart olan kokain- d3 ve benzoilekgonin-d3 için m/z oranı sırasıyla 1
	23
	Kalibrasyon eğrisi için 20 mg kokain hidroklorür tartılıp 100 ml metanolde çözüldü. Hazırlanan 200 ppm’lik çözeltiden farklı konsantrasyonlarda 100 µg/ml, 50 µg/ml, 25 µg/ml, 10 µg/ml, 5 µg/ml,1 µg/ml,0.5 µg/ml standart çözeltileri hazırlanarak 7 tane kal
	24
	10 adet Yeni Zelanda cinsi erkek tavşan iki grup halinde oluşturularak bir gruba 5 mg/ kg diğerine ise 10 mg/kg kokain intraperitonal yolla verildi. Kokain uygulamasından sonraki 12 gün boyunca kıl örnekleri tavşanların sırt bölgesinden rastgele yerlerden
	20’şer mg kıl örnekleri 10 ml’lik cam tüplere tartılarak bu cam tüpler içerisine 2 ml metanol, 0.1 N hidroklorik asit ve 20µl 10ppm’lik internal standart karışımından eklendi. Bu solüsyon 65
	C de 3 saat su banyosunda inkübe edildi
	.
	25
	Kıl ekstraksiyonu için ön hazırlama işlemi yapıldı. İnkübasyonu tamamlanan tüpler 3500 rpm’de 3dk. santrifüj edildi. Dibe çöken kıl örneklerinin üst fazındaki çözelti (süpernetant) içerisinde 6 ml 0.1 M fosfat tamponu olan diğer tüplere pastör pipeti yard
	Cde 25 dk. türevlendirildi. 2 µl örnek gaz kromatografi/ kütle spektrometre cihazına enjekte edildi.
	26
	Ekstraksiyon işleminde ilk önce 1 ml metanol ve 1 ml su ile HLB kartuşu şartlandırıldı. 1 ml serum içerisine 20 µl fosforik asit eklenerek örnek kolona yüklendi. Daha sonra 1 ml %5 lik metanol çözeltisi ile kolon yıkandı. Elüent 1 ml metanol ile alındıkta
	.
	Ortalama değerler her bir grup için ayrı ayrı SPSS istatistik programı (Mann-Whitney ve ki kare testleri) kullanılarak hesaplandı. P değeri 0.05’ten küçük olanlar anlamlı olarak değerlendirildi.
	27
	Standart olarak hazırlanan kokain, benzoilekgonin; internal standart olan kokain-d3 ve benzoilkgonin-d3’ün gaz kromatografi-kütle spektrometresi cihazında elde edilen kromatogramı şekil 4.1’de gösterilmiştir.
	28
	İki gruba ayrılan 10 adet tavşanın kokain uygulamasından sonraki 12 gün boyunca sırt bölgelerinden alınan kıllarında tespit edilen kokain miktarları Çizelge 4.1.’de gösterilmiştir.
	29
	Kokainin ana metaboliti olan benzoilekgoninin tavşan kılında bulunma sıklığı Çizelge 4.2.ve 4.3’de gösterilmiştir.
	Grup1 5mg/kg BE yok TLA BE var 1.gün %60 - %40 2.gün %80 - %20 3.gün %40 %20 %40 4.gün %100 - - 5.gün %100 - -
	Grup2 10mg/kg BE yok TLA BE var 1.gün %60 %20 %20 2.gün %80 %20 - 3.gün %40 %20 %40 4.gün %100 - - 5.gün %100 - -
	30
	Kan örneklerinin gaz kromatografisi/kütle spektrometresi ile yapılan analizinde kokaine rastlanmamıştır. Kan örneğinin kromatogramı şekil 4.3.’de gösterilmiştir.
	31
	Günümüzde uyutucu ve uyuşturucu madde kullanımı gittikçe artmaktadır. Türkiye Büyük Millet Meclisi Araştırma Komisyonunun yaptığı çalışmalarda Türkiye’de uyuşturucu madde sıralamasında esrardan sonra ikinci sırayı kokain almaktadır. Aynı zamanda Birleşmiş
	. Bilim adamları 20 yıldır kılda uyutucu-uyuşturucu maddelerin analizi için analitik prosedürler geliştirmektedir
	.  Uyutucu-uyuşturucu maddelerin tespitinde pek çok ülke rutin olarak klinik toksikolojide, adli bilimlerde kıl testini kullanmaktadır. Bu testler özellikle idrar analizleri için tamamlayıcı bir yöntemdir. Kan ve idrar analizlerinin geçerliliği maddenin e
	. Rutin olarak tek doz madde kullanımının tespit edilmesinde genellikle tercih edilen biyolojik örnekler, kan veya idrar örnekleridir. Kan örneklerini almak invaziv bir yöntemdir ve hemşire gibi bir sağlık görevlisi tarafından alınmalıdır. İlacın tespit s
	.
	32
	Çalışmamızın ilk kısmını dekontaminasyon işlemi oluşturmaktadır. Dekontaminasyon işlemi iki sebeple olasıdır. İlki ter, sebum ve tozun yanı sıra şampuan, kıl spreyi gibi kıl üzerindeki kalıntılar cihazdaki analitik gürültünün artmasına neden olmaktadır. D
	. Böylece kılı şişirmeden dış kirlilikler uzaklaştırılmaya çalışılmıştır. Uyutucu-uyuşturucu maddeler için kıl analizlerindeki en önemli ve zaman alıcı basamak inkübasyon işlemidir. Genellikle ultrasonik bir banyoda metanol veya sulu bir tamponla bu işlem
	C’de kokainin %84’ünü geri kazanmışlardır
	. Romolo ve ark. ise 0.1 N HCl ile parçalamanın daha iyi olduğunu söylemişlerdir
	. Barroso ve ark. en iyi inkübasyon zamanını bulmak için üç farklı çözücü kullanarak kıyaslama yapmışlardır. Bu çözücü çeşitleri metanol, 0.1M HCl ve 2:1 oranında hazırlanmış metanol: 0.1M HCl karışımıdır. Bu çözücüleri 20 mg kıla ekleyerek ultrasonik ban
	C’de kontrollü zaman aralıklarında (1,2,3,5 ve 18 saat) inkübe etmişlerdir. Aynı zamanda yaptıkları çalışmada inkübasyon süresini kısaltmak için sıcaklığı arttırmanın mümkün olmayacağını söylemişlerdir. Çünkü kokaininin belirgin bir biçimde benzoilekgonin
	C’de 3 saat metanol: 0.1 N HCl ile muamele işlemidir
	. NaOH alkali durumlar altında stabil olan maddeler için uygun bir yöntemdir. Kannobinoid ve amfetamin gibi alkali stabilitesi olan maddelerde yüksek verim elde edilir. Kokainin ekgonine dönüşmesini önlemek için alkali hidrolizi yapılmamıştır
	. İnkübasyon işleminden sonra elde edilen çözelti yüksek oranda safsızlık içermektedir. Bu nedenle analiz öncesi sıvı-sıvı veya katı-sıvı faz ekstraksiyonu içeren
	33
	bir clean-up yöntemi uygulanmalıdır. Katı faz ekstraksiyon yöntemi sıvı faza göre daha fazla tercih edilmektedir. Bunun nedenleri;
	Pratik ve bütün laboratuvarlarda uygulanabilir bir metottur.
	Daha az çözücü ve ayırıcı madde kullanıldığından daha ekonomiktir.
	Geri kazanım oranı (recovery) yüksektir ve istenilen yoğunlukta örnekler elde edilebilir.
	Örnek, tutucu madde ve çözücüler arasında çapraz bulaşma riski düşük olduğundan yüksek doğrulukta sonuçlar elde edilir.
	Düşük miktarda örnek işlendiğinden sıvı-sıvı ekstraksiyondaki gibi emilsüyon oluşma problemi yoktur.
	En az düzeyde uçurma işlemine ihtiyaç duyulduğundan kararsız örnek oluşumu nadirdir.
	Çözücü ve örneklerin az miktarda kullanılmasından dolayı zararlı maddelerle temas daha azdır
	. Laboratuarımızın genel durumu ve yukarıda açıklanan avantajlar göz önüne alınarak çalışmamızda katı-faz ekstraksiyon yöntemi yapılmıştır. Çalışmamızda 2-2,5 kg ağırlığındaki tavşanlara iki farklı konsantrasyonda ( 5 ve 10 mg/kg) kokain verilmiştir. Bunu
	.  Çalışmamızda benzoilekgoninin kılda bulunma sıklığı daha azdır. Bu veriler çalışmamızın literatürle uyumlu olduğunu göstermektedir. Kokain kılda 1. günden itibaren 5 gün boyunca tespit edilmiştir. Benzoilekgonin ise 3.günden sonra gözlemlenememiştir. K
	34
	doz uygulamamızdan ötürü 5 günü geçememiştir. Jurado ve ark. ise dişi Fauve Bourgogne tavşanlarına tek doz (5mg/kg) kokain uygulayarak sırt kıllarında 1.gün kokain ve benzoilekgonini en yüksek miktarda tespit etmişlerdir. 10. gün ise kokain ve metaboliti 
	. Kıl içerisine madde geçişinde ırk, cinsiyet, beslenme, genetik etkenler önemli bir rol oynamaktadır. Çalışmamızdaki kokain tespit süresinin Jurado ve ark. göre daha kısa olmasının nedeni olarak farklı ırkların, cinslerin kullanılması ile açıklanabilir. 
	. Kıl analiz sonuçlarının yorumlanması zordur. Çünkü maddenin lipofilitesi, melanin afinitesi, pK
	’sı gibi pek çok faktör kıl içine madde geçişini etkiler. Kılda kokainin pozitif olduğunun tanımlanabilmesi için tespit limitinin (LOQ)≤0.5ng/mg, metabolitlerinin tespit limiti değeri ise ≤0.05ng/mg olması saç analizleri derneği tarafından önerilir. Bu ça
	35
	Sonuç olarak bölümümüzde bulunan ve rutin olarak hizmet veren Adli Toksikoloji laboratuvarında kılda tek doz veya çoklu doz kokainin tespiti, çalışmamızda geliştirdiğimiz yöntemin uygulanması ile mümkün olacaktır.
	36
	1. Bu çalışmada  10 adet Yeni Zelanda cinsi tavşana rastgele iki grup oluşturularak intraperitonal yolla farklı miktarda (5 ve 10 mg/kg) kokain verilerek sırt bölgelerinden toplanan kıllarda kokain ve benzoilekgonin tespiti çalışıldı. 2. Kılda kokain tesp
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	Pınar Efeoğlu 1984 yılında Adana’da doğdu. İlk, orta ve lise öğrenimini Adana’da tamamladıktan sonra, 2003-2007 yılları arasında Çukurova Üniversitesi Fen Edebiyat Fakültesi Kimya Bölümünde okuyarak mezun oldu. 2007 yılında Çukurova Üniversitesi Sağlık Bi
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	tez.pdf
	Genel adli tıp uygulamalarında, gerek klinik muayenelerde gerekse postmortem incelemelerde olguların değerlendirilmesi ve doğru bir şekilde yorumlanabilmesi için diğer inceleme yöntemlerinin yanı sıra toksikolojik inceleme önemli bir yer tutmaktadır. Bell
	1
	vücut kıllarına (saç, sakal, pubik kılları vb.)  yerleşebilmekte ve kıl yapısında bozunmadan muhafaza edilmektedir. Kılın kolay elde edilebilmesi, gerektiğinde tekrar temini, saklama ve nakil kolaylığı, invaziv bir yöntem olmaması ve kişinin madde kullanı
	. Son yıllarda ülkemizde kokain kullanımının artması ülkemizin bu madde için hedef ülkelerden biri olma yolunda olduğunu ve yavaş yavaş bir kokain pazarının oluştuğunu göstermektedir. Bu nedenle, ülkemizde giderek artan bir kokain bağımlılığından söz edil
	2
	Kokain,
	bitkisinin yapraklarında bulunan doğal olarak oluşan bir maddedir. Güney Amerika’ya özgü bu bitki aynı zamanda Afrika, Güney Asya ve Avustralya’da yetiştirilir. 3000 yıl önce güney Amerika yerlileri açlık hissini köreltmek ve bitkinliklerini azaltmak için
	. Cartmell ve ark. M.Ö. 2000 ve M.S. 1500 tarihleri arasında And dağları bölgesinde koka yapraklarını çiğneyen Şilili mumyaların kılında kokainin ana metaboliti olan benzoilekgonin varlığını radyoimmunossay analizleri yaparak dikkat çekici sonuçlar ortaya
	. Kokain alkaloidinin izolasyonu ilk defa Almanya’da 1859 yılında Albert Niemann tarafından anestezik özellikleri ile birlikte karakterize edilmiştir. Niemann bu alkaloidin acı bir tadı olduğunu ve dilde tuhaf bir hissizlik, uyuşma meydana getirdiğini bel
	. 1863 yılında Angelo Mariani adlı bir kimyager Vin Mariani olarak adlandırdığı içerisinde kokain olan şarabı piyasaya sunarak kokainin popüler bir madde olmasına sebep olmuştur. Koka bitkisinden kokaini ekstrakte ettikten sonra şarapta çözücü olarak
	3
	etanolü kullanmıştır. 1886 yılında John Slith Pemberton kokain-kafein karışımını Coca-Cola ismi ile pazarlamaya başlamıştır
	. 1891 yılından itibaren kokainin çok ciddi tehlikeleri fark edilmiş ve 200 adet sistemik zehirlenme olayı rapor edilerek bu olayların 13 tanesi ölümle sonuçlanmıştır. 1906 yılında A.B.D. Saf Besin ve İlaç Bürosu (FDA) kokain kullanımını kontrol etmeye ça
	. Günümüzde klinik uygulamalarda daha az toksik olan sentetik anestezik ilaçlar kokainin yerini almıştır.
	Koka bitkisinden kokain ekstrakte edilirken koka bitkisinin yaprakları yoğun bir madde izole edilene kadar kerosen gibi bir çözücüyle iyice ıslatılır. %40-80 kokain içeren bu madde hidroklorik asit ile muamele edilerek kokain hidroklorür tuzuna veya kokai
	.
	4
	Kokain içicilerinin en yaygın kullandıkları yöntem serbest bazdır. Serbest baz oldukça düşük sıcaklıklarda uçucu hale gelir. Organizma üzerinde en güçlü etkiyi serbest baz sağlar. Ancak krak kokain elde ederken organik çözücü kullanılmadığından dolayı yön
	.
	Kokain dünyanın pek çok yerinde en sık suistimal edilen maddelerden biridir. Kokain pek çok şekilde ve çok geniş doz aralıklarında kullanılır
	. Kişiler kokaini sigara gibi içerek, çiğneyerek, buruna direkt çekerek, ağız yoluyla, dilaltından ve damar içi yoldan kullanırlar. Kokainin farmokokinetik özelliği fiziksel/kimyasal formuna, uygulama yoluna, genetik yapıya ve alkolle aynı anda tüketimine
	. Kokain kullananların büyük çoğunluğu, kokain tozunu burnun kapillerinden mukozasına çekmek suretiyle alırlar. Rahatlama etkileri 20-45 dakika içerisinde başlar. Uzun süre bu şekilde kokain kullanan kişilerde burun akıntısı, mukoza erozyonu ve daha seyre
	.
	Kokain lokal anestezikler grubuna giren tropan halkası ihtiva eden ester yapılı, doğal kaynaklı bir alkoloittir. Benzoik asit ve bir azotlu halka olan metilekgonin içerir. Yapısal olarak hidrofobik ve hidrofilik grupları içerir. Hidrofobik kısım benzen ha
	C) ısıtma ile bozulur. Suda kolayca çözünebildiğinden intravenöz kullanıma uygundur. Serbest baz kokain erime derecesi düşük olduğundan (96-98
	C) sigara ile içmeye uydundur.
	5
	Kokainin letal dozu 70 kg bir insan için 500 mg.dır. Bağımlılık kazanmış kişilerde bu doz 1-2 grama ulaşır
	.
	Sistemik olarak kokain; öfori etkisi oluşturan, fiziksel dayanıklılığı ve mental kapasiteyi arttıran, bitkinlik hissini ve iştahı azaltan, bazı zamanlarda cinsel ilgiyi arttıran, merkezi sinir sistemini uyaran bir maddedir. Bu uyarıcı etkilerinden dolayı 
	6
	ise kokain ve alkolün aynı anda tüketilmesiyle karşılıklı esterleşme reaksiyonu sonucu oluşur
	Ortalama kokain atılımı intranasal yolla 75 dakika, oral yol ile 48 dakika ve intravenöz yolla 54 dakikadır
	. Yarılanma ömrü kişiler arasındaki kolinesteraz düzeylerindeki farklılığa, uygulanma yolu ve dozuna bağlı olarak değişmektedir
	. Plazma ve karaciğer kolinesteraz enzimi kokaini benzoilekgonin ve ekgonin metil ester olarak hidroliz eder. Bu nedenle kokain tespit ederken değişmeden atılan kokain yerine idrardaki metabolitlerine bakılır. İdrar analizlerinin non-invaziv olması, anali
	.
	7
	Son yıllarda uyuşturucu madde kullanımındaki artışa bağlı olarak klinik kimya, adli ve klinik toksikoloji alanlarında uyuşturucu madde tespiti için idrar ve kan numunelerine alternatif olarak kıl kullanılmaktadır
	. Kıl, kronik ve geçmiş tüketimin geriye dönük araştırmasını mümkün kılan daha uzun dedeksiyon penceresine sahip olmasından dolayı toksikolojik analizler için kullanılan kan ve idrar gibi diğer materyallerden farklılaşır. Örnek toplama işlemi non-invazivd
	.
	8
	Kıl kişilerde renk, miktar ve şekil olarak farklı, yapı olarak aynı görünmesine rağmen insan anatomisinin çok karmaşık bir parçasıdır. Kıl memelilerin derisindeki farklılaşmış organların bir ürünü olup %65- 95 i protein ( esasen keratin), %15-35 i su, ger
	9
	Hücre membran kompleksi protein ve protein-lipid kompleksinden meydana gelir. Kılın kimyasal ve mekanik etkiye dayanıklı olmasını sağlar. Bir kıl aynı türde bir telden oluşmamıştır. Onun yerine kütikıl, korteks ve medulla olarak adlandırılan üç ortak merk
	10
	Medulla kılın en içteki merkezinde yer alır ve medular hücrelerden meydana gelir. Bir insanda medulla kıl miktarının çok küçük bir yüzdesini oluşturur. Genel olarak kıl fiberinin çapı arttığı için medullanın boyutu da artar
	.
	Yetişkin bir insanda yaklaşık olarak 5 milyon kıl folikülü olduğu tahmin edilmektedir. Bunun 1 milyonu baştadır. Kıl sürekli olarak büyümez. Büyüme ve dinlenme dönemleri halinde büyür. Kıl anagen faz (büyüme), catagen faz( geçiş) ve telogen faz( dinlenme)
	11
	sonra kıl folikülü talogen olarak adlandırılan bir dinlenme dönemine girer ve büyüme tamamen durdurulur. Kılın büyüme safhası 4-8 yıl, geçiş ve dinlenme fazları ise sırasıyla, birkaç hafta ve 4-6 aydır. Saç genelde bir ayda 0.6 cm ile 1.4 cm arasında uzar
	.
	İnsan kılında zehirlerin tespitinde ilk vaka 1858 yılında Hope tarafından Adli Tıp Uygulama Dergisinde yayımlandı. Hope 11 yıl sonra mezardan çıkarılan kişinin saçında arseniği tespit etti. Bunu takiben yaklaşık 100 yıl sonra, 1954 yılında Goldblum kobayl
	12
	kodeinin radyoimmunoassay ile iyi bir cross reaksiyonuna sahip olmasından ötürü bu kitleri morfin için spesifik olan kitlerle değiştirdi. 1985’de Hamburg’da yapılan olağan toplantıda sürekli kodein tüketen bir hastanın kıl analiz sonuçları sunuldu. Bu son
	.
	Yapılan deneysel çalışmalar ilaçların kıl içerisine çeşitli mekanizmalarla girebileceğini göstermiştir. Kıl içerisine madde geçişi için amaçlanan en kesin model pasif transferdir. Bu modelde kimyasallar folikülün tabanında büyüyen kıl hücreleri içerisine 
	.
	13
	Yapısal bakış açısına göre üç faktör madde geçişini etkiler. Bunlar kılın melanine bağlanma afinitesi, lipofilitesi ve iyonizasyon durumudur.  Kılın rengi ve kimyasal maruziyet kıl içerisine geçişte önemli bir rol oynar
	. Melaninin kokain ve metaboliti benzoilekgonin dahil olmak üzere pek çok ilacı bağlayan bir materyal olduğu tartışılmazken, kokainin keratin proteni dahil kıla geçen diğer şeylerin büyük bir kısmını da bağlar
	. Örneğin kır saçlı kişiler pigment etkisini göstermek için uygundur. Kıl kökü kanda aynı ilaç konsantrasyonuna maruz kalmasına rağmen pigmentli kıldaki madde miktarı pigmenti olmayan kıldan 10 kat daha yüksek bulunmaktadır. Yapılan kontrollü çalışmalarda
	. Diğer bir teori de kılda bolca bulunan sistinin –SH gruplarının kimyasal madde ile bağ yapmasıdır. Normalde –SH grupları karşılıklı S-S bağları oluşturarak protein lif ağını stabilize ederler. Bu nedenle büyüyen kıl hücrelerine giren maddenin sıkıca bağ
	.
	14
	Uyutucu-uyuşturucu maddelerin kıl analizi için toplama prosedürü standardize edilmemiştir. Yayınlanan çoğu çalışmalarda numune baş bölgesinden rastgele alınmaktadır.  Ancak Saç Analizleri Derneği (Society of Hair Testing) tarafından tespit edilen pozitif 
	. Bu kriterler; - Kılın insanda en iyi toplandığı alan kafanın arkasındaki posterior vertex bölgesidir. Çünkü bu bölgede talogen safhada olan kılın oranı en düşüktür. Kıl yaş ve cinsiyet ile ilgili etkilere daha az bağlıdır. İnsanlarda en kolay örnekleneb
	.
	15
	Son yıllarda kıl analizleri için çok sayıda prosedür tanımlanmıştır. Analitik sonuçların benzerliğini ve kalitesini geliştirmek için analitik yöntemlerin standardizasyonu önemlidir. Kıl analizleri için genel bir yöntem oluşturmak ve analizlerin yeterliliğ
	. Genel olarak kıl analizleri beş basamakta gerçekleşir.
	Yıkama işleminin asıl amacı epidermal tabakaya penatüre olan kimyasal maddelerin yanı sıra kılın yüzeyinden yağı, kiri ve dış kirlilikleri uzaklaştırmaktır. Kıl analizlerinde karşılaşılan en önemli konu uyuşturucuya pasif maruz kalarak yanlış pozitif test
	. Diklorometan veya aseton gibi non-protik organik çözücüler yıkama işlemi açısından daha avantajlıdır. Çünkü kılı şişirmeyerek kıldan materyaller kolaylıkla ekstrakte edilebilir
	. Bu sebeple yıkama işleminde diklorometan, su ve metanolle yıkama tercih edildi.
	Segmentlere ayrılmış kıl pek çok vakada kişilerin madde kullanım süresi hakkında önemli bilgi sağlayabilir. Bu amaçla eğer kişinin madde kullanım zamanı tespit edilecekse segmentlere ayrılır. Romolo ve ark. yaptıkları çalışmada işlem öncesi
	16
	bilyalı değirmen kullanarak kıl örneklerini toz haline getirmiştir. Toz haline gelen kıl örneklerinin daha homojen ve daha uygun olduğunu düşünmüşlerdir
	. Uygun segment uzunluğunu ayarlarken analiz yöntemi düşünülmelidir. İstismar edilen maddenin konsantrasyonu kıl kökünden dışa doğru azalır. Bu nedenle segmentlere ayırırken artan uzunluklarda parçalara ayrılmalıdır. Merkezden uzak olan kılda pasif kontam
	. İstismar edilen maddenin kimyasal yapısı ve kullanılan ajanlara karşı duyarlılığı göz önünde bulundurulmalıdır.
	Amfetamin, morfin, kannabinoid gibi alkali durumlar altında stabil olan maddeler analiz edildiğinde uygun olan yöntemdir. Genellikle kıl örneğinin 0.1-2.5 M NaOH ile 37
	C’de gece boyunca inkübasyonunu içerir. Bazik ekstraksiyon özellikle nikotin, amfetamin, esrar, antidepresan ve nöroleptikler açısından avantajlıdır
	.
	Hemen hemen tüm maddelerle uyumlu olan prosedür su banyosunda 5-18 saat metanolle muamele etme işlemidir. Opiyat, kokain, amfetamin, metadon gibi maddeler proton verdiğinden ötürü pH 6.4-7.6 fosfat tamponu ile veya 0.01-0.5M HCl ile muamele edilir. Hidrof
	.
	17
	Kıl analizlerinde enzimlerin kullanılması ile kıl yapısı bozularak tampona maddelerin geçişi sağlanır. Bu amaçla β-glukorodinaz/ arilsülfat, proteinaz K, proteaz E gibi birkaç enzim kullanılır. Kılın enzimatik sindiriminin dezavantajında immunoassay aracı
	.
	Sulu ekstraktlarda veya çözeltilerde bulunan safsızlıklardan dolayı direkt GC/ MS enjeksiyonu yapmak olanaksızdır. Bu amaçla sıvı-sıvı veya katı-sıvı ekstraksiyon yöntemi tanımlanmasına rağmen otomatik sistemlerin uygulanabilirliği ve gelişmiş ekstraksiyo
	.
	Uyutucu-uyuşturucu maddelerin toksikolojik analizi ön izleme ve doğrulama olmak üzere iki basamağı içerir. İmmunoassay işlemini takiben kromatografik analiz uygulanır. Radyoimmunassay hassas ve güvenilir bir immunolojik tekniktir. Fakat radyoaktif olarak 
	.Literatürde saç telinde uyutucu/uyuşturucu maddelerin analizinde gaz kromatografi (GC), gaz kromatografi/kütle spektrometresi (GC/MS), radyoimmunoassay (RIA), ince tabaka kromatografi (TLC), sıvı kromatografi/kütle spektrometresi (LC/MS) gibi teknikler k
	.
	18
	Analitik teknolojilerin gelişmesi analizlerin hassasiyetinin ve doğruluğunun artmasını sağlamıştır. Böylece test sonuçlarının bilimsel olarak daha iyi anlaşılıp daha kolay yorumlanmıştır.
	19
	Bu çalışmada dünyada ve ülkemizde kullanımı gittikçe artan kokainin kılda tespiti için 10 adet erkek Yeni Zelanda cinsi tavşan kullanıldı. Her grupta 5 tavşan olmak üzere iki grup oluşturuldu. Kokain hidroklorür normal tuz solüsyonunda çözülerek 1.gruba (
	10 adet 2-2,5 kg ağırlığındaki Yeni Zelanda cinsi tavşan kokain uygulamasından önce kontrol grubunu oluşturmak amacıyla elektrikli alet ile tıraş edildi. Kokain uygulandıktan sonraki 12 gün kıl örnekleri tavşanın sırt bölgesinden alındı. Alınan bu örnekle
	Kokain uygulandıktan sonraki 3 gün boyunca tavşanların kulak venasından 2 cc kan örneği alındı. Düz tüplere aktarılarak her bir tüp numaralandırıldı. Analize kadar buzdolabında +4
	C saklandı.
	Kokain Hidroklorür (Macfarlon Smith Ltd, Edinburgh) Benzoilekgonin
	20
	Kokain standardı  (coc-d
	, Ceriliant) Benzoilekgonin standardı (BE-d
	, Cerillant) Metanol (Carlo Arba) Diklorometan (Merck) n-hekzan (Merck) 2-propanol (Merck) Fosforik asit Amonyum hidroksit (Merck) Hidroklorik asit ( Merck, 1 N titrisol) Potasyum dihidrojen fosfat (Sigma) N-O-(bistrimetilsilil)trifloroasetamid: trimetilk
	Tüpler ( 10 ml’lik) Mikropipet (200µl ve 5000µl) Pastör pipeti  (isolab) Enjektör Saf su (deiyonize su) Balon joje MCX ekstraksiyon kartuşu (Oasis, Waters) HLB ekstraksiyon kartuşu (Oasis, Waters) Hassas terazi (Mettler Toledo) Vorteks (Elektromag M16) Su
	21
	Santrifüj (5500devir/dk.- Hettich Universal 30F) Katı-sıvı ekstraksiyon manifoldu (Agilent) Kapiler kolon (HP-5MS,Agilent) Helyum gazı ( yüksek saflıkta) Azot gazı
	13,61 g KH
	PO
	1 L’ye tamamlanacak şekilde balon joje içerisinde distile suda çözüldü. Çözelti pH’sı 1M KOH ile ayarlandı. Hazırlanan bu fosfat tamponu buzdolabında muhafaza edildi.
	Saf suda çözülen 1 N titrisol ( HCl) den 10 ml alınarak 100 ml balon jojede saf su ile seyreltildi.
	100 ml balon joje içerisine 78 ml diklorometan, 20 ml isopropanol ve 2 ml amonyum hidroksit eklenir.
	56 g KOH distile suda çözülerek toplam hacim 1 L ye tamamlanır.
	22
	Kromatografik analizler Hewlett-Packard 5973 kütle seçici dedektörle eşleşmiş yine Hewlett-Packard 6890N marka gaz kromatografi cihazı ile yapıldı.
	- Kolon                                         : HP-5MS 0,25mm*30mm*0,25µm kapiler kolon - Taşıyıcı gaz                               : Helyum  0,8ml/dk - Fırın sıcaklığı                            : 90
	C - Dedektör sıcaklığı                     : 230
	C - Enjeksiyon sıcaklığı                  : 300
	C - Enjeksiyon hacmi                      : 2µl - Transfer line                              : 280
	C
	Kokainin tanımlanması için seçilen iyonun izlenmesi (SIM) modu kullanıldı. Kokain için seçilen iyonların m/z oranı 82,182, 303; benzoilekgonin için bu oran 82, 240 ve 361dir.İnternal standart olan kokain- d3 ve benzoilekgonin-d3 için m/z oranı sırasıyla 1
	23
	Kalibrasyon eğrisi için 20 mg kokain hidroklorür tartılıp 100 ml metanolde çözüldü. Hazırlanan 200 ppm’lik çözeltiden farklı konsantrasyonlarda 100 µg/ml, 50 µg/ml, 25 µg/ml, 10 µg/ml, 5 µg/ml,1 µg/ml,0.5 µg/ml standart çözeltileri hazırlanarak 7 tane kal
	24
	10 adet Yeni Zelanda cinsi erkek tavşan iki grup halinde oluşturularak bir gruba 5 mg/ kg diğerine ise 10 mg/kg kokain intraperitonal yolla verildi. Kokain uygulamasından sonraki 12 gün boyunca kıl örnekleri tavşanların sırt bölgesinden rastgele yerlerden
	20’şer mg kıl örnekleri 10 ml’lik cam tüplere tartılarak bu cam tüpler içerisine 2 ml metanol, 0.1 N hidroklorik asit ve 20µl 10ppm’lik internal standart karışımından eklendi. Bu solüsyon 65
	C de 3 saat su banyosunda inkübe edildi
	.
	25
	Kıl ekstraksiyonu için ön hazırlama işlemi yapıldı. İnkübasyonu tamamlanan tüpler 3500 rpm’de 3dk. santrifüj edildi. Dibe çöken kıl örneklerinin üst fazındaki çözelti (süpernetant) içerisinde 6 ml 0.1 M fosfat tamponu olan diğer tüplere pastör pipeti yard
	Cde 25 dk. türevlendirildi. 2 µl örnek gaz kromatografi/ kütle spektrometre cihazına enjekte edildi.
	26
	Ekstraksiyon işleminde ilk önce 1 ml metanol ve 1 ml su ile HLB kartuşu şartlandırıldı. 1 ml serum içerisine 20 µl fosforik asit eklenerek örnek kolona yüklendi. Daha sonra 1 ml %5 lik metanol çözeltisi ile kolon yıkandı. Elüent 1 ml metanol ile alındıkta
	.
	Ortalama değerler her bir grup için ayrı ayrı SPSS istatistik programı (Mann-Whitney ve ki kare testleri) kullanılarak hesaplandı. P değeri 0.05’ten küçük olanlar anlamlı olarak değerlendirildi.
	27
	Standart olarak hazırlanan kokain, benzoilekgonin; internal standart olan kokain-d3 ve benzoilkgonin-d3’ün gaz kromatografi-kütle spektrometresi cihazında elde edilen kromatogramı şekil 4.1’de gösterilmiştir.
	28
	İki gruba ayrılan 10 adet tavşanın kokain uygulamasından sonraki 12 gün boyunca sırt bölgelerinden alınan kıllarında tespit edilen kokain miktarları Çizelge 4.1.’de gösterilmiştir.
	29
	Kokainin ana metaboliti olan benzoilekgoninin tavşan kılında bulunma sıklığı Çizelge 4.2.ve 4.3’de gösterilmiştir.
	Grup1 5mg/kg BE yok TLA BE var 1.gün %60 - %40 2.gün %80 - %20 3.gün %40 %20 %40 4.gün %100 - - 5.gün %100 - -
	Grup2 10mg/kg BE yok TLA BE var 1.gün %60 %20 %20 2.gün %80 %20 - 3.gün %40 %20 %40 4.gün %100 - - 5.gün %100 - -
	30
	Kan örneklerinin gaz kromatografisi/kütle spektrometresi ile yapılan analizinde kokaine rastlanmamıştır. Kan örneğinin kromatogramı şekil 4.3.’de gösterilmiştir.
	31
	Günümüzde uyutucu ve uyuşturucu madde kullanımı gittikçe artmaktadır. Türkiye Büyük Millet Meclisi Araştırma Komisyonunun yaptığı çalışmalarda Türkiye’de uyuşturucu madde sıralamasında esrardan sonra ikinci sırayı kokain almaktadır. Aynı zamanda Birleşmiş
	. Bilim adamları 20 yıldır kılda uyutucu-uyuşturucu maddelerin analizi için analitik prosedürler geliştirmektedir
	.  Uyutucu-uyuşturucu maddelerin tespitinde pek çok ülke rutin olarak klinik toksikolojide, adli bilimlerde kıl testini kullanmaktadır. Bu testler özellikle idrar analizleri için tamamlayıcı bir yöntemdir. Kan ve idrar analizlerinin geçerliliği maddenin e
	. Rutin olarak tek doz madde kullanımının tespit edilmesinde genellikle tercih edilen biyolojik örnekler, kan veya idrar örnekleridir. Kan örneklerini almak invaziv bir yöntemdir ve hemşire gibi bir sağlık görevlisi tarafından alınmalıdır. İlacın tespit s
	.
	32
	Çalışmamızın ilk kısmını dekontaminasyon işlemi oluşturmaktadır. Dekontaminasyon işlemi iki sebeple olasıdır. İlki ter, sebum ve tozun yanı sıra şampuan, kıl spreyi gibi kıl üzerindeki kalıntılar cihazdaki analitik gürültünün artmasına neden olmaktadır. D
	. Böylece kılı şişirmeden dış kirlilikler uzaklaştırılmaya çalışılmıştır. Uyutucu-uyuşturucu maddeler için kıl analizlerindeki en önemli ve zaman alıcı basamak inkübasyon işlemidir. Genellikle ultrasonik bir banyoda metanol veya sulu bir tamponla bu işlem
	C’de kokainin %84’ünü geri kazanmışlardır
	. Romolo ve ark. ise 0.1 N HCl ile parçalamanın daha iyi olduğunu söylemişlerdir
	. Barroso ve ark. en iyi inkübasyon zamanını bulmak için üç farklı çözücü kullanarak kıyaslama yapmışlardır. Bu çözücü çeşitleri metanol, 0.1M HCl ve 2:1 oranında hazırlanmış metanol: 0.1M HCl karışımıdır. Bu çözücüleri 20 mg kıla ekleyerek ultrasonik ban
	C’de kontrollü zaman aralıklarında (1,2,3,5 ve 18 saat) inkübe etmişlerdir. Aynı zamanda yaptıkları çalışmada inkübasyon süresini kısaltmak için sıcaklığı arttırmanın mümkün olmayacağını söylemişlerdir. Çünkü kokaininin belirgin bir biçimde benzoilekgonin
	C’de 3 saat metanol: 0.1 N HCl ile muamele işlemidir
	. NaOH alkali durumlar altında stabil olan maddeler için uygun bir yöntemdir. Kannobinoid ve amfetamin gibi alkali stabilitesi olan maddelerde yüksek verim elde edilir. Kokainin ekgonine dönüşmesini önlemek için alkali hidrolizi yapılmamıştır
	. İnkübasyon işleminden sonra elde edilen çözelti yüksek oranda safsızlık içermektedir. Bu nedenle analiz öncesi sıvı-sıvı veya katı-sıvı faz ekstraksiyonu içeren
	33
	bir clean-up yöntemi uygulanmalıdır. Katı faz ekstraksiyon yöntemi sıvı faza göre daha fazla tercih edilmektedir. Bunun nedenleri;
	Pratik ve bütün laboratuvarlarda uygulanabilir bir metottur.
	Daha az çözücü ve ayırıcı madde kullanıldığından daha ekonomiktir.
	Geri kazanım oranı (recovery) yüksektir ve istenilen yoğunlukta örnekler elde edilebilir.
	Örnek, tutucu madde ve çözücüler arasında çapraz bulaşma riski düşük olduğundan yüksek doğrulukta sonuçlar elde edilir.
	Düşük miktarda örnek işlendiğinden sıvı-sıvı ekstraksiyondaki gibi emilsüyon oluşma problemi yoktur.
	En az düzeyde uçurma işlemine ihtiyaç duyulduğundan kararsız örnek oluşumu nadirdir.
	Çözücü ve örneklerin az miktarda kullanılmasından dolayı zararlı maddelerle temas daha azdır
	. Laboratuarımızın genel durumu ve yukarıda açıklanan avantajlar göz önüne alınarak çalışmamızda katı-faz ekstraksiyon yöntemi yapılmıştır. Çalışmamızda 2-2,5 kg ağırlığındaki tavşanlara iki farklı konsantrasyonda ( 5 ve 10 mg/kg) kokain verilmiştir. Bunu
	.  Çalışmamızda benzoilekgoninin kılda bulunma sıklığı daha azdır. Bu veriler çalışmamızın literatürle uyumlu olduğunu göstermektedir. Kokain kılda 1. günden itibaren 5 gün boyunca tespit edilmiştir. Benzoilekgonin ise 3.günden sonra gözlemlenememiştir. K
	34
	doz uygulamamızdan ötürü 5 günü geçememiştir. Jurado ve ark. ise dişi Fauve Bourgogne tavşanlarına tek doz (5mg/kg) kokain uygulayarak sırt kıllarında 1.gün kokain ve benzoilekgonini en yüksek miktarda tespit etmişlerdir. 10. gün ise kokain ve metaboliti 
	. Kıl içerisine madde geçişinde ırk, cinsiyet, beslenme, genetik etkenler önemli bir rol oynamaktadır. Çalışmamızdaki kokain tespit süresinin Jurado ve ark. göre daha kısa olmasının nedeni olarak farklı ırkların, cinslerin kullanılması ile açıklanabilir. 
	. Kıl analiz sonuçlarının yorumlanması zordur. Çünkü maddenin lipofilitesi, melanin afinitesi, pK
	’sı gibi pek çok faktör kıl içine madde geçişini etkiler. Kılda kokainin pozitif olduğunun tanımlanabilmesi için tespit limitinin (LOQ)≤0.5ng/mg, metabolitlerinin tespit limiti değeri ise ≤0.05ng/mg olması saç analizleri derneği tarafından önerilir. Bu ça
	35
	Sonuç olarak bölümümüzde bulunan ve rutin olarak hizmet veren Adli Toksikoloji laboratuvarında kılda tek doz veya çoklu doz kokainin tespiti, çalışmamızda geliştirdiğimiz yöntemin uygulanması ile mümkün olacaktır.
	36
	1. Bu çalışmada  10 adet Yeni Zelanda cinsi tavşana rastgele iki grup oluşturularak intraperitonal yolla farklı miktarda (5 ve 10 mg/kg) kokain verilerek sırt bölgelerinden toplanan kıllarda kokain ve benzoilekgonin tespiti çalışıldı. 2. Kılda kokain tesp
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