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OZET

Etanol Metaboliti Etil Glukuronitin Sa¢ta Belirlenmesi

Alkol iilkemizde kullammm gittikce yayginlasan maddelerden biridir.
Alkoliin; trafik kazalari, yaralama-yaralanma, dogal oliimler ve diger adli
olgularda kolaylastirici bir faktor oldugu bilinen bir gercektir. Alkolizm olarak
adlandirilan alkol bagimlhihigi, en sik karsilasilan bagimhlik tiirlerinden biridir.
Alkol bagimhihiginin olumsuz etkileri kisi ve toplumlar iizerinde ekonomik ve
sosyal problemler olusturmaktadir. Alkol alindiktan wuzun bir siire sonra
kullaniminin belirlenmesi klinik ve adli uygulamalarda 6nem kazanmaktadir. Son
zamanlarda kan ve idrar gibi biyolojik orneklerin yam sira sa¢ toksikolojik
analizlerde rutin olarak kullamlmaktadir. Sacin kolay elde edilmesi, invaziv bir
yontem olmamasi, saklama ve nakil kolayhig1 ve kisinin madde kullanimu ile ilgili
geriye doniik bilgi vermesi kil analizlerine avantaj saglamaktadir.

Bu calismada sa¢ oOrneklerinde EtG’in belirlenebilmesi icin siv1
kromatografi - tandem kiitle spektrometresi cihaz1 kullamlarak yeni bir metot
gelistirilmistir. Ayrica polar maddelerin analizi icin HILIC (Hydrophilic
Interaction Liquid Chromatography) kolon kullanilmis ve boylece sa¢ 6rneklerinin
hepsinde EtG yiiksek duyarhlikla belirlenmistir. Belirleme ve miktarlandirma
limit degerleri sirasiyla 0.05 pg/mg ve 0.18 pg/mg olarak bulunmustur.

Elde edilen sonug¢ ile sacta belirlenen EtG konsantrasyonunun Kisilerin
giinliik alkol tiiketimi hakkinda bilgi verebilecegi gosterilmistir.

Anahtar sozciikler: Etil Glukuronit, Sa¢, Alkol Bagimhihgi, HILIC

X



ABSTRACT

Determination of Etil Glucuronide, Metabolite of Ethanol, in Human Hair

Alcohol is one of the substances which usage is becoming widespread more
and more. It is a known fact that alcohol is a facilitative factor for the traffic
accidents, injuries, natural deaths and other forensic cases. Alcohol addiction
named as alcolism is one of the most common addictions. Negative influences of
alcohol abused constitute economic and social problems on individiual and society.
Detection of the use of ethanol for a relatively long period of time after intake
could be very important for monitoring abstinence in clinical and forensic context.
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 alcohol use.

A method for the determination of ethyl glucuronide (EtG) in hair samples,
using liquid chromatography tandem mass spectrometry (LC-MS/MS), was
developed. Furtermore, Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography (HILIC)
column was used for analyzing polar molecules and so EtG was detected in all hair
samples with high sensitivity. Limit of Detection (LOD) and Limit of
Quantification (LOQ) were calculated 0.05-0.18 pg/mg, respectively.

These results demonstrate that determination of EtG concentration in hair
can be give information about the daily alcohol intake.

Keywords: Ethyl Glucuronide, Hair, Alcohol Addiction, HILIC



1. GIRIS VE AMAC

Genel adli tip uygulamalarinda, gerek klinik muayenelerde gerekse postmortem
incelemelerde olgularin degerlendirilmesi ve dogru bir sekilde yorumlanabilmesi i¢in
diger inceleme yontemlerinin yani sira toksikolojik inceleme 6nemli bir yer tutmaktadir.

Toksikoloji, insan sagligi iizerine zararli maddelerin etkilerinin arastirilmasi,
taninmas1 ve organizmada olusturduklart bozukluklarla, bunlarin giderilmesini
inceleyen bir bilim dalidir.

Insan ve havyan organizmalari, yabanci bircok kimyasal maddeye maruz
kalmaktadirlar. Toksikoloji baglica, organizmanin normal metabolizmasi i¢in gerekli
olmayan bu yabanci kimyasal maddeler (ksenobiyotikler) ile ilgilenir. Ancak, canli
organizma i¢in endojen olan maddeler (hormonlar, baz1 aminoasitler gibi) veya viicut
icin gerekli ekzojen kaynali maddeler (vitaminler, yemek tuzu gibi) yiiksek dozlarda
toksik etki gosterdiklerinden toksikolojinin arastirma alanina girerler'~.

Ronesans devri bilginlerinden olan Paracelsus (M.S. 1493-1541), bilim ve
felsefe arasinda yer alan bir ekoliin temsilcisiydi. O zamanki bir¢ok goriis bugiinkii
toksikoloji disiplininin konularina girmektedir. “Biitiin maddeler zehirdir, zehir
olmayan hicbir madde yoktur. Zehirle devay (ilaci) birbirinden ayiran onun dozudur”
seklindeki goriisii ile ilk kez biyolojik etkide doz-cevap iliskisinin Onemini
vurgulamugtir' .

Adli Bilimler, en genel anlam ile bilimin yasalara uygulanmasidir. Genis
anlamda adli bilimler; adli tip, adli patoloji, adli toksikoloji, adli seroloji, adli
odontoloji, adli antropoloji, adli kimya ve kriminalistik gibi pek ¢ok bilim alanini igerir.
Adli bilimler ge¢miste olan bir olay1 bilimsel yontemlerle yeniden canlandirarak hukuk
ve yasalar a¢isindan degerlendirilmesine yardimer olur **.

Adli bilimler igerisinde yer alan adli toksikoloji, kimyasal maddelerin insanlar
tizerindeki zararli etkilerinin teshis ve tedavisi ile ugrasir, zehirlenmeleri adli tip
acisindan  inceler.  Zehirlenmenin (kaza veya  kasitli), hukuksal ac¢idan
degerlendirilmesinde, maruz kalinan kimyasal maddenin neden-etki iligkisinin
saptanmast Onemlidir. Bu iligkinin saptanmasi ise biyolojik materyalden (kan, idrar,
doku ve organlar) alman Ornekteki toksik maddenin miktarim1 saptamak, bulunan

miktarin ise doz-etki agisindan yorumunu yapmaktlrl’3 .



Alkol tlkemizde kullanimi gittikce yayginlasan maddelerden biridir. Alkoliin;
trafik kazalari, yaralama-yaralanma, dogal 6liimler ve diger adli olgularda tetikleyici ya
da kolaylastiric1 bir faktor oldugu bilinen bir gergektir. Alkolizm olarak adlandirilan
alkol bagimliligi, en sik karsilasilan bagimlilik tiirlerinden biridir. Kisi tizerindeki ve
cevresindeki etkileri nedeniyle 6nemli tip, halk sagligi ve toplum sorunlari ortaya
cikarmastyla adli incelemelerle yakindan ilgili olmakta ayn1 zamanda alkol kullaniminin
biyolojik Orneklerde tespiti adli toksikolijinin Onemli ugras alanlarindan birini
olusturmaktadir.

Kan, idrar, nefes ve tiikiirtik, etil alkol analizi i¢in en sik kullanilan 6rneklerdir.
Ozellikle nefes ve tiikiiriik is yerlerinde, trafikte alkol kullanimini belirlemede 6nemli
sonuglar olusturmakla birlikte alkole bagimliligin belirlenmesinde etkili degildir. Etil
alkol yikiminin ana metaboliti etil glukuronittir (EtG). EtG ugucu olmayan, suda
¢Oziilebilen, viicut sivilarinda, sacta ve dokularda belirlenebilen bir metabolittir. Birkac
hafta ya da birka¢ ay Once alinan alkol tliketiminin belirlenebilmesi i¢in sacta etil
glukuronit analizi yapilabilmektedir.

Bu arastirmada, goniilli kisilerden alinan sa¢ Ornekleri ile calisilacaktir. Sag
orneklerinde etil glukuronit analizi LC-MS/MS cihazi kullanilarak yapilacaktir.

Adli ve klinik toksikoloji laboratuvari olarak hizmet veren laboratuvarimizda
kanda etil alkol analizi yapilmaktadir. Bu ¢alisma ile standart yontemlerle kanda ve
idrarda belirlenemeyen etil alkoliin kullanildigina dair bilgi elde etmek icin etil alkoliin

bir metaboliti olan etil glukuronitin (EtG) sacta tespiti amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Tarihce

Alkol, Arapga kokenli bir kelime olup ince 6giitiilmiis pudra haline getirilmis toz
ya da goze cekilen slirme anlamina gelen “kuhl” kelimesinden (al-kohl al-kuhl)
kaynaklanmaktadir. Ele gelmezligi, hafifligi ifade etmek iizere alkollii icecekler igin
kullanilmistir. Ispanyolca’ya “alcohol”, Fransizca’ya “alcool” seklinde girmistir. Etil
alkol iceren igeceklere “alkollii i¢ecekler” denir. Alkollii i¢ceceklerin muhtemelen ilk
defa tarihin ilk devirlerinde rastlantisal olarak bal, tahil ve meyve sularinin
fermentasyonu sonucu yapilmis oldugu varsayilmaktadir. Boylece ilk olarak sarap ve
bira gibi mayali igkiler kesfedilmistir. Eski Misir, Stimer, Babil ve Yunan kiiltiiriinde
belirgin bir 6neme sahip olup mitolojiye girmistir. Bununla birlikte degisik toplumlarda
zaman zaman yasaklanmistir. M.O. VL. Yiizyilda Solon Kanunlari ile idama kadar varan
cezalar uygulanmistir. Giiniimiizde de degisik toplumlarda bir¢ok Islam iilkesinde

oldugu gibi yasal kisitlamalar, agir cezalar uygulanmaktadir’.

2.2. Etil Alkoliin Tanim ve Genel Ozellikleri

Alkoller kimyasal olarak diger ii¢ bagi dolu olan bir karbon atomuna hidroksil
(OH) baglanmasiyla olusan C,H,,+OH formiilii ile belirtilen bilesiklerdir. Genellikle ne
asit ne baz ozelligi gosteren notr maddelerdir. Etil alkol, kimyasal formiilii CH;CH,OH;
renksiz, ugucu, yanict ve kendine 6zgii kokusu olan bir sividir. Kaynama noktas1 78°C,
erime noktas1 117,3°C, yogunlugu 0,789 g/cm’, molekiil agirhgi 46 g/mol, alev alma
noktas1 12°C’dir.

Hububat alkolii, sarap ruhu, kolonya ruhu etil alkoliin (etanol) sinonimlerdir. Etil
alkol endiistride 300°den fazla isyerinde kullanilir. Coziicli 6zelliginden baska bir¢ok
kimyasal maddenin antifriz maddesi ve patlayict madde hazirlanmasinda kullanilir. Etil

alkol endiistri ve laboratuvarda kullanilma disinda, alkollii i¢kilerde de bulunmaktadir®.



2.2.1 Alkollii i¢kiler

Etil alkol igeren igeceklere alkollii icecekler denir. Etil alkol baslica 2 yoldan
elde edilebilir:

1. Fermantasyon yolu: Basglica yas veya kuru meyve ve tahillarin iginde
bulunan sekerler ile polisakkaritlerin maya mantarlari tarafindan fermantasyonu ile elde
edilir. Fermantasyon ortaminda alkol konsantrasyonu % 15-17’ye eristiginde, yiiksek
alkol diizeyi mantarlar1 oldiirdiglinden fermantasyon durur. Bu yolla daha yiiksek
konsantrasyonda alkol elde edilemez. Bu sekilde elde edilen igkilere bira, sarap, vermut,
likor 6rnek verilebilir.

2. Distilasyon yolu: Fermantasyon sonucu elde edilen ve sudan daha kii¢iik
kaynama noktasina sahip bulunan etil alkoliin ugurularak sudan ayrilmasi ve toplanmasi
esasina dayanir. Raki, votka, cin, viski, kanyak distilasyon yolu ile elde edilen icki

ornekleridir.

Fermantasyon yolu ile elde edilen bira hacim olarak % 4-8, sarap % 9-14,
distilasyon yontemi ile elde edilen raki, votka, cin, viski, rom, brendy gibi igkiler ise %
35-45 oraninda etil alkol igerir. Ancak tilkelere ve liretime bagli olarak ¢ok farkli oranda

etil alkol igeren icki tiirleri bulunmaktadir’.

2.2.2 Etil Alkoliin Absorbsiyonu, Dagilimi ve Eliminasyonu

Etil alkoliin viicuda alimim yolu siklikla oral olmakla birlikte, intravendz
yontemde olabilmektedir. Dermal ve inhalasyon yoluyla alinim nadirdir. Oral alinim
sonrast alkol 6zafagustan hizlica mideye gecer. Alkoliin emilimi % 20 oraninda mide,
% 80 oraninda ince barsak mukoza yiizeylerinden kana gecis seklinde olur. Alinan
alkoliin miktar1 ve i¢im hizi, i¢cecek i¢indeki alkol orani (alkol orani % 10-30 arasindaki
icecekler en hizli emilir), icecekle alinan diger yiyeceklerin varligi (yagh besinler alkol
emilimini yavaslatir, mide bosken emilim en hizli olur) ile kisiye ait faktorlere bagh
olarak farkliliklar gosterir. Kisiye ait faktorler icerisinde tolerans basta olmak iizere;
cinsiyet, kilo, fiziksel yapi, gastrointestinal mukoza ylizey alani, kanlanmasi ve
hareketliligi; diabet, gastrektomi vb. durumlar, psikojenik faktorler sayilabilir’.

Mide bosken tek bir doz alkol alimini takiben 1 saat icinde kan alkol diizeyi en

yiiksek diizeydedir. Sosyal igicilerde oldugu iizere saatler boyunca birden fazla alkol



alimi oldugu durumlarda, son alkol alimindan sonraki yarim saatte kan alkol diizeyi en
yiiksek noktaya ulasir. Kronik alkol igiciler diger igicilere gore akolii daha hizli
metabolize ederler. Igilen alkoliin yaklasik % 90’1 karacigerde metabolize olurken, % 10
kadar1 metabolize olmadan akcigerler ve bobreklerden atilmaktadir.

Alkol alimimin bitiminden sonraki saatler igerisindeki kan alkol degerlerinin
belirlenmesi ile ilgili olarak cesitli formiiller gelistirilmistir. Kan alkol diizeyindeki 1
saatlik diisiis ortalama olarak erkeklerde 18 mg/100 ml kadinlarda 15 mg/100 ml olmak
lizere her iki cinste 10-25 mg/100 ml arasinda degismektedir’.

Etil alkol klinikte MSS depresani olarak etki eder. Ancak diisiik dozlarda ilk
olarak  inhibitér —merkezler etkilendiginden stimiilan etki olusur.  Alkol
entoksikasyonundaki kisi bas donmesi, bulanti, kusma, konusma giicliigii, terleme,
sikintt hissi, ylirime bozuklugu gibi sikayetlerden bilincin bozuk ya da kapali oldugu
cok agir tablolara kadar degisen belirtilerle klinige basvurabilirler’.

Organizmada ¢abuk dagilima ugrayan etil alkol denge halinde iken, viicut

stvilar1 ve solunum havasindaki dagilim oranlar Cizelge 2.1°de gosterilmistir®.

Cizelge 2.1 Alkoliin viicut sivilart ve solunum havasindaki dagilim oranlar1 (kana goére).

Kan 1.0
Serum 1.16
Idrar 1.25
Tiikriik 1.20
Omurilik s1vist 1.14
Alveol havasi 1/2100




2.2.3. Etil Alkoliin Metabolizmasi

Alkoliin karacigere olan toksik etkisinin dogrudan metabolizmas: ile ilgili
oldugu gosterilmistir. Bu nedenle alkol metabolizmasinda rol alan enzimlerle ilgili
calismalar ve tartismalar onem kazanmistir. Alkoliin biyotransformasyonunda ilk
basamak asetaldehite oksitlenmesidir. Bu oksidasyon basamagindan ii¢ enzim
sorumludur. Bunlardan en 6nemlisi, karacigerde yiiksek konsantrasyonda bulunan,
sitozilik bir enzim olan alkol dehidrogenaz (ADH)’dir. Bu enzim koenzim olarak
nikotinamid adenin diniikleoid (NAD) kullanir. Oksidasyon sonucu etil alkol
asetaldehite oksitlenir, NAD’ade NADH’a (NAD’nin indirgenmis sekli) indirgenir.

Etil alkoliin asetaldehite oksitlenmesinde rol alan diger bir enzimde katalazdir.
Bu enzim oksidasyonu hidrojen peroksiti kullanarak gerceklestirir. Bu enzimin alkol
metabolizmasindaki etkisi, hepatositlerde az miktarda peroksit olmasi sebebiyle
sinirhidir. Alkol metabolizmasindaki rolii % 10’dan daha fazla degildir.

Etil alkolii asetaldehite oksitleyen iiclincii enzim ise diiz endoplazmk
retikulumda yerlesmis olan mikrozomal etil alkol oksitleyici sistem (MEOS)’dir. Bu
enzim sistemi NADPH’a (indirgenmis nikotinamid adenin diniikleotid fosfat)
bagimlhidir ve sitokrom P450 2E1 (CYP2E1)2’i igerir. Bu enzimin alkol
metabolizmasindaki rolii % 20 civarindadir. Ancak indiikleyici etkenlerle % 30 veya
iistiine ¢ikabilir.

Etil alkol oksidasyonunda ikinci basamak asetaldehitin oksidasyonudur. Bu
basamakta rol alan en Onemli enzim, sitozolik bir enzim olan ve NAD kullanan
asetaldehit dehidrogenaz (ALDH) enzimidir. Oksidasyon sonucunda asetaldehit
karacigerde asetata oksitlenir. Ayrica asetat (asetil CoA), yag asitleri, keton cisimleri,
amino asitler ve steroitlere yol agan biyokimyasal reaksiyonlara girer.

Etil alkol metabolizmasindaki asil basamak asetaldehitten asetik asitin olustugu
oksidasyon basamagidir (Sekil 2.1). Ancak etanoliin kii¢iik bir yiizdesinin konjugasyonu

ile etil glukuronit ve etil siilfatin olustugu basamakta bulunmaktadir®.
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Sekil 2.1 Etil alkoliin oksidasyon basamaklari

Etil glukuronit etanol metabolizmasina bagl direk bir metabolittir. EtG, UDP-
glukuronosil transferaz enzimin katalizledigi glukuronik asit 1ile etanoliin
konjugasyonundan olusmaktadir’"® (Sekil 2.2). Almnan alkoliin yaklasik % 0.02-0.06’s1
EtG’e metabolize olmaktadir'*. Molekiiler formiilii CsH, 407, molekiil agirligr 222 g/mol
ve erime noktasi yaklasik 150 °C’dir". EtG ugucu olmayan, suda ¢oziilebilen, viicut
stvilarinda ve dokularinda (postmortem Orneklerde bile), kanda, idrarda ve sagta

belirlenebilen bir metabolittir'®2°,



EtG kan alkol konsantrasyonuna bagli olarak alkolden 2-3 saat sonra kanda
ortaya c¢ikmaya baslamaktadir. EtG’in kanda yarilanma Omrii 2-3 saat olarak

212 "Etil alkol viicuttan tamamen elimine edildikten sonra 18 saate kadar

belirlenmistir
kanda, 80 saate kadar idrarda belirlenebilmektedir. Diger bir¢ok madde gibi, etanoliin
bu direk metaboliti sagta birikebilmektedir. Alkol kullaniminin bir belirleyici olan
EtG’in sacta belirlenmesi hem maddelerin sacta birikmesi hem de 6rnek toplamada
sagin non-invasiv olmasi nedeniyle son yillarda Gnerilen bir yontemdir®*. Boylece

standart analizlerle belirlenemeyen alkol kullanimini gdstermek i¢in duyarli ve 6zgiin

bir belirleyeci olan EtG 6nemli bir spektrum saglamaktadir'.

Nefes, idrar ve terleme
ile degismeden

COOH
<%5
0] CoH50
<%0,1
-« CH;CH,oH ——»  GHs0-SO;H
Siilfotransferaz

(0] UDP glukuronozil Etanol (SULT) Etil stilfat

OH  OH transferaz (UGP) >9%,95 (EtS)

. . Alkol ve Aldehit
Etil (‘%;1(1;;1 ronit Dehidrogenaz

CH;CHO + CH;COOH
Asetaldehit Asetikasit

Sekil 2.2 Etil glukuronitin olusum mekanizmasi

2.2.4. Etil Alkoliin Toksisitesi

Etil alkolle zehirlenme daha c¢ok alkollii icki alinmasi ile olmaktadir. Oral yolla
fatal doz 250-500 g arasinda verilmektedir. Ancak fatal ve akut toksik doz, alinan
ickinin cinsi, biyolojik, genetik, cevresel etkiler ve bireysel faktorlere gore
degismektedir. Onceden alinan trankilizan, antihistaminik ve barbitiirat gibi ilaglar

alkoliin etkisini artirarak toksik dozu etkiler'*®.



Kan alkol diizeyindeki 1 saatlik diislis ortalama erkeklerde 18 mg/100 ml,
kadinlarda 15 mg/100 ml olmak tizere her iki cinste 10-25 mg/100 ml arasinda
degismektedir. Ornegin, yetiskin bir erkekte bir trafik kazasindan 4 saat sonra kan alkol
degeri 40 mg/100 ml 6l¢iilmiis ise olay aninda kan alkol degeri 112 mg/100 ml olarak
hesaplanir. Fakat bu degerlendirmeler kronik alkolikler icin gegerli degildir. Kronik
alkoliklerde karaciger fonksiyonlarimin tamamen yitimine kadar karaciger enzimleri
daha etki rol oynayarak daha fazla etil alkoliin metabolize olmasina yol agar'>%**7,

Etil alkol potent bir merkezi sinir sistemi depresanidir. Etil alkol, alinan alkol
miktarina bagli olarak MSS’yi korteksten medullaya kadar etkiler. Alkoliin etkisi,
alkollii ickiyi alma hizi, miktari, icki sicakligi, kisinin toklugu, beraberinde alinan besin
ve kisinin duyarlilig1 ile ilgilidir.

Etil alkollin MSS iizerindeki etkisi alkol konsantrasyonuna bagli olarak

degismektedir.

. Kandaki etil alkol miktar1 %25 mg’dan asagi oldugunda kisi ¢ok hafif olarak
etkilenir.

. Kandaki etil alkol miktar1 %25-100 mg arasinda ise beyin korteksi depresyona

ugrar. Motor ve psisik aktivite artar. Kisi hareketlidir, ¢ok konusur, giiler ve
ofoli hali goriiliir. Ancak hareketlerdeki koordinasyon ve fikirlerdeki baglilik
bozulur.

. Kandaki etil alkol miktart %100-200 mg arasinda oldugunda, kisinin alkol aldig1
anlasilir. Koordinasyon bozuklugu, konusmada dil dolagmas1 gozlenir.

. Kandaki alkol miktar1 %200-300 mg arasinda oldugunda, biling kaybolur.
Gorme bozulur, solunum ve nabiz hizlanir, his kaybolur. Muskiiler
inkoordinasyon dikkati ¢eker. Kisi sendeleyerek yiirlir. Kusma ve hickirik
goriilebilir.

. Kandaki alkol konsantrasyonu %300-500 mg arasinda his yoktur, bulanik ve ¢ift
goriliir, ciddi zehirlenme belirtileri ortaya cikar.

o Kandaki etil alkol miktar1 %500 mg iistiinde oldugunda solunum yavaslar. Her
an solunum felci beklenir. Refleksler azalir, his kaybolur, koma ve 6liim bu

konsantrasyonlar da kesindir.



Alkol MSS iizerindeki etkisi disinda, koroner ve cilt damarlarini genisletir,
serebrospinal sivi sekresyonunu artirict ve basincini yiikseltici etkisi vardir. Solunum
sistemini (diisitk miktarlarda) hizlandirdig1 halde, agir zehirlenmelerde aksine deprese

1,56
eder ",

2.2.5. Alkol bagimlihigy, kronik alkol zehirlenmesi

Alkol, psisik ve fiziksel bagimlilik olusturan ve bdylece kisiyi kompiilsif olarak
alkol icmeye sevkedebilen bir maddedir. Alkol bagimliligi, diger bazi ilag bagimlilig
durumlarinda oldugu gibi kendini psikotik belirtilerle gosterir. Alkole fiziksel
bagimlilik gelismesi genellikle ge¢ olarak ve belirgin derecede tolerans gelistikten sonra
olur. Diger bagimlilik tiplerinden farkli olarak alkol bagimliliginda karaciger, beyin,
miyokard ve ¢izgili kaslarda anatomopatolojik bozukluklar da gelisir. Bu nedenle alkol
bagimlilig1 ayn1 zamanda kronik alkol zehirlenmesidir; alkol bagimliligi, alkolizm diye
de adlandirilir. Alkolizm, cesitli tlilkelerde ilag bagimlilig: ile ilgili en 6nemli sosyal
sorunu olusturan bagimlilik tiiriidiir. Alkolizm ile nonadiktif kronik alkol kullanilisim
birbirinden ayirt etmek gerekir. Kronik olarak alkollii i¢ki kullanan her kisi mutlaka
alkolik degildir, fakat ona adaydir.

Alkol bagimliliginin gelismesinde kisilik bozukluklari, sosyokiiltiirel faktorler
ve genetik yapida rol oynar. Alkoliklerde; alkolle ilgili semptomlar, kalitim kalib1 ve
kisilik yapis1 bakimindan iki alt grup ayirt edilmistir. Bunlar tip 1 ve tip 2 alkolizm diye
adlandirilmigtir. Ancak biitiin alkoliklerin bu iki gruptan birine girdigi anlasilmamalidir.
Bu iki tip u¢ (ekstrem) alt gruplar temsil ederler ve alkoliklerin geri kalan biiyiik kismi
bu iki ug arasinda yer alirlar.

Tip 1 alkol bagimliligi; genellikle 25 yasindan sonra baslar, kiside devamli alkol
arama davranisi vardir, alkolik olmaktan sugluluk ve korku duymalarina ragmen igerler,
antisosyal degildirler, olaya ve siddete genellikle neden olmazlar. Kisilik yapilar “pasif
bagimli” kisiler yapisina uyar, baskalarina duygusal olarak bagimli, yardim edici,
sempatik, kotlimser, diizenli, ayrintilara dikkat eden, sebatli ve maceradan hoglanmayan
kimselerdir.

Tip 2 alkol bagimlilig1; daha ¢ok genclerde goriiliir ve genellikle 25 yasindan
once baglar, bu tiir bagimlilar alkolden uzun siire uzak durabilirler fakat bir kez

basladiklar1 zaman asir1 miktarda alirlar, alkol almay1 kesemezler ve kadehi kaldiramaz
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duruma gelene kadar icerler. Alkole psisik bagimliliklari, ilk tipin aksine belirgin
degildir. Igme krizi esnasinda olaya ve siddete siklikla neden olurlar. Alkol kullandiklar:
icin sucluluk veya korku duymazlar. Antisosyal kisilik yapisina sahiptirler, atak,
diizensiz, ¢cevreye dnem vermeyen, soguk, pervasiz, sebatsiz ve macera sever kisilerdir.

Kronik alkol kullananlarla (aksamcilar), alkolikleri ayirtettiren baslica kriterler

sunlardir;

1) Alkolik alkolii kontrolsiiz bir sekilde mutad yer, zaman ve vesileler disinda
da kullanir.

2) Kronik alkol kullanan aldigi alkoliin giinliik ugraslarini etkilemesinden
cekinecek kadar bilinglidir, alkolik ise gilinliikk ugraslarimin alkol alimini
etkilemesinden g¢ekinecek kadar bilingsizdir.

3) Alkolikte alkollii icki saglama obsesyon halindedir ve alkolsiiz kalma
dayanilmaz bir korku derecesindedir.

4) Alkolik, alkoliin sagligini, ¢evresi ile iliskilerini, calisma yasamini, ailesine
kars1 gorevlerini ve ekonomik durumunu bozdugunu umursamayacak kadar

tutkunluk i¢indedir, bunlar1 bilmesine ragmen iger.

Alkolik, alkoliin kronik toksik belirtileri, akut alkol intoksikasyonu, alkol
yoksunluk sendromu, alkol etkisi altinda kaza yapma veya kazaya maruz kalma riskinin
artmasi gibi nedenlerden dolayi tibbi sorun olusturur.

Alkolizmin kronik toksik belirtileri sunlardir; kilo kaybi, gastroenterit,
istahsizlik, karaciger sirozu, polinevrit, kol ve bacaklarda motor ve duyu kaybi, optik

atrofi, mental bozukluk, hafiza kaybi, kardiyak beriberi, pellegra ve anemidir®.

2.3. K1l

Son yillarda alkol ve uyusturucu madde kullanimindaki artisa bagli olarak klinik
kimya, adli ve klinik toksikoloji alanlarinda alkol ve uyusturucu madde tespiti i¢in idrar
ve kan numunelerine alternatif olarak kil kullanilmaktadir®®.

Kil, kronik ve ge¢cmis tiiketimin geriye doniik arastirmasint miimkiin kilan daha
uzun dedeksiyon penceresine sahip olmasindan dolay1 toksikolojik analizler igin

kullanilan kan ve idrar gibi diger materyallerden farklilagir. Ornek toplama islemi non-
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invazivdir. Kil sert ve dayanikli yapisindan dolay1 spesifik 6n hazirliklar olmadan

kolayca tagmabilir ve saklanabilir®~%>",

2.3.1. Kilin Yapisi

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 iriinii olup %65- 95’1 protein (esasen keratin), %15-351 su,
geriye kalani ise yag ve minerallerden olugsmaktadir. Kil i¢ ve dig olmak {izere 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
parlakligit ve hacmi i¢in gereklidir. Apokrin bezi ise igerdigi 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 boéliiniip farkliliklastigr folikiil tabaninda
bulunan matriks hiicreleri (keratinosit ve melanosit) tarafindan gerceklestirilir. En hizli
gelisen insan dokularindan birisi matrik hiicre dongiistidiir. Hizli mitozlar kil kil kokii
agzindaki dogrultuda olan keratinlesme bolgesine gegisi zorlar. Burada melanin ve
keratin sentezlenir. Melanin, kila rengini verir ve bazal membranda yer alan
melanositler tarafindan tretilir. Keratin, yiiksek miktarda kiikiirt igeren 6zel proteinden
meydana gelir ve kil gévdesinde uzun lifler olusturur. Hiicreler keratinlesmeye basladigi

zaman bozulmaya baslayarak ¢ekirdeklerini yok ederler ve su agiga cikarirlar.
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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 tiirde bir
telden olusmamistir. Onun yerine kiitikil, korteks ve medulla olarak adlandirilan iig¢
ortak merkezli yapiyla birlikte hiicre membran kompleksine yapismis keratinize olmus
hiicrelerden meydana gelir.

Kiitikil uzayan hiicrelerin birbirinin {izerine 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 gdvdesinin 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. ilk olarak fusi sivi ile

doldurulur. Fakat kil bliytidiigii 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 kiigiik bir yiizdesini olusturur. Genel

olarak kil fiberinin ¢api arttig1 igin medullanin boyutu da artar’>>.

medulla

katikil

hiicre membran
kompleksi

Sekil 2.4. Kilin yapis1

2.3.2. Kilin Biiyiimesi

Yetigkin bir insanda yaklasik olarak bes milyon kil folikiilii oldugu tahmin
edilmektedir. Bunun bir milyonu bastadir.

Kil siirekli olarak biiyiimez. Biiyiime ve dinlenme donemleri halinde biiytir. Kil
anagen faz (biliylime), catagen faz (gecis) ve telogen faz (dinlenme) olmak iizere iic
donemde uzar. Yaklasik olarak kilin %85 1 biiylime evresinde geri kalani ise dinlenme
donemindedir.

Anagen kilin aktif olarak biiyiime fazidir. Folikiiliin bazal membraninda yer alan
hiicreler hizli bir sekilde boliintir. Kil hiicreleri folikiiler kanal igerisinden yukariya
dogru yeni kili iter. Kiitikil, korteks ve medulla hiicreleri farklilagir ve keratinlesme
baslar.

Catagen faz anagen fazi1 takiben gerceklesen kisa gecis evresidir. Bu faz boyunca
hiicre boliinmesi durur ve kil gévdesi tamamiyla keratinize olur. Bu gecis doneminden
sonra kil folikiilii talogen olarak adlandirilan bir dinlenme donemine girer ve biliyiime

tamamen durdurulur. Kilin biliylime safhasi 4-8 yil, gecis ve dinlenme fazlar1 ise
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sirastyla, birka¢ hafta ve 4-6 aydir. Sa¢ genelde bir ayda 0.6 cm ile 1.4 cm arasinda
uzar.

Anagen ve telogen sathalarindaki oran yani kilin uzama hizi 1rka, cinsiyete, yasa
ve kisinin saglik durumuna bagl olarak degisir. Tiim killarin farkli hizlarda uzamasi kil
analizlerinde kilin nereden alindigi ve sonuglarin yorumlanmasi konusunda onemli

. 2,34
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 gdstermek 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 ¢ozeltisi ile ekstraksiyon
yaptiktan sonra RIA yoOntemiyle fenobarbitali buldular. 1983 yilinda ise Arnold ve
Piischel barbitiirat ve methaqualone tespiti i¢in RIA kitlerini kullandilar. Fakat Arnold
kodeinin radyoimmunoassay ile iyi bir cross reaksiyonuna sahip olmasindan 6tiirii bu
kitleri morfin i¢in spesifik olan kitlerle degistirdi.

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

alan araliktaki morfin konsantrasyonunu gostermistir.
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1993 yilinda Sachs ilk olarak sagta etil glukuroniti (EtG) belirlemistir. Zaman
icerisinde dedeksiyon limit degeri ve miktarsal belirleme limit degeri gibi analitik
metotlar gelistirilmistir. 1994 yilinda Aderjan GC/MS/EI metodunu kullanarak, 2001
yilinda Yegles GC/MS/NCI metodunu kullanarak ppm diizeylerinde sagta EtG’i
belirlemislerdir'®.

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

maruziyetini kayit etmede kullanilmaktadir'*°,

2.4. Kil icerisine madde gecis mekanizmasi

Yapilan deneysel calismalar ilaglarin kil igerisine ¢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 dolagimi ile taginir ve kil govdesi i¢ine sikica baglanir. Bu gecis alinan
maddenin dozuyla iligkili olarak kandaki konsantrasyonuna baglidir.

Diger en 6nemli alternatif mekanizma tamamlanmis kil govdesi igerisine ter ve
yag salgilarindan difiizyon ile gecistir. Terin kanda bulunan ilaglar1 igerdigi bilinir.
Cinkii kil ¢cok gozenekli bir yapiya sahip oldugundan su ve diger sivilar1 kolayca
absorplayarak agirliklarint %12-18 arttirabilir. Ter vasitasiyla ilaclar kolayca kil
igerisine transfer olabilir. Havada, suda, sampuanlarda, sa¢ spreylerinde, diger kozmetik
ajanlarda bulunan kimyasallar kil {izerinde birikir. Boylece c¢evresel maruziyet ile

madde gegisi gergeklesir’>”.
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Sekil 2.5. Kil igerisine madde gegisi

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

3637 Melaninin kokain ve

kimyasal maruziyet kil igerisine geciste dnemli bir rol oynar
metaboliti benzoilekgonin dahil olmak iizere pek ¢ok ilact baglayan bir materyal oldugu
tartisilmazken, kokainin keratin proteni dahil kila gecen diger seylerin biiylik bir
kismini da baglar38. Ornegin kir sach kisiler pigment etkisini gdstermek i¢in uygundur.
Kil kokii kanda ayni ilag konsantrasyonuna maruz kalmasia ragmen pigmentli kildaki
madde miktar1 pigmenti olmayan kildan 10 kat daha yiiksek bulunmaktadir. Yapilan
kontrollii ¢caligmalardaki benzer sonuclar siyah, kahverengi, sar1 ve kizil renkli saglari
kiyaslayarak da bulunmustur. Nakahara ve Kikura lipofilik 6zellik arttikca kil igerisine
gecisin artacagini gostermistir. Lipofilik organik molekiiller kolayca membranlara niifuz
ederler. Ancak hidrofilik molekiiller icin membranlar su gegirmez bir bariyerdir*®.

Diger bir teori de kilda bolca bulunan sistinin —SH gruplarinin kimyasal madde

ile bag yapmasidir. Normalde —SH gruplar karsilikli S-S baglar1 olusturarak protein lif
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agim stabilize ederler. Bu nedenle biiyiiyen kil hiicrelerine giren maddenin sikica bag

yapma olasilig1 bulunmaktadir*.

2.5. Kili 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 toplandigi alan kafanin arkasindaki posterior vertex
bolgesidir. Ciinkii bu bolgede talogen sathada olan kilin oran1 en diisiiktiir. Kil
yas ve cinsiyet ile ilgili etkilere daha az baglhdir. Insanlarda en kolay
orneklenebilen viicut kili sagtir. Ayrica sakal, koltuk altt ve pubik killar1 da
kullanilabilmektedir.

- Tim kil o6rneklerine bir dekontaminasyon prosediirii uygulanmalidir. Bu
yontemde ilk yikama organik bir ¢oziicii, ikinci yikama olarak su veya tampon
cozelti ve son yikama da bir organik ¢oziicliyii icermelidir.

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

- Pasif kontaminasyon olasiligin1  degerlendirmek i¢in; metabolitlerin

tanimlanmasi, cut-off degeri, metabolitin maddeye orani1 degerlendirilir.

Kullanilacak 6rnek hacmi laboratuvarlar arasinda degisir. Analiz edilen maddeye
ve testin yontemine baghdir. Literatiirde kaydedilen numune miktari 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 kil 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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Kronik alkol tiiketimi i¢in sag¢ analizleri tlizerine 2009 yilinda Sa¢ Analizleri

Dernegi tarafindan benimsenen bir rapor hazirlanmistir*'. Bu rapora gore;

Alkol birgok iilkede yasal bir bilesiktir ve diger maddelerle kiyaslandiginda
daha yiiksek miktarlarda tiiketilir ve niifusun biiyiik ¢cogunlugu tarafindan
kullanilir. Diger maddelerle karsilastirildiginda sag¢ analiziyle kronik alkol
tilketiminin belirlenmesi baz1 6zel karakterlere sahiptir.

Su anda Diinya Saglik Orgiitiiniin raporuna ve bir literatiir arastirmasina
gore asir1 kronik alkol i¢imi birka¢ ay boyunca hergiin 60 g saf etanolden
daha fazla tiikketimine karsilik gelmektedir.

Klinik ve adli amacglar i¢in kronik alkol tiiketimini belirlemek
gerekmektedir.

Sagta etanoliin kendisini direk belirlemek uguculugu ve digsal kaynaklardan
absorpsiyonu yiiziinden miimkiin degildir.

Absorpsiyondan sonra etanoliin kiiciik bir kismi EtG’nin olustugu faz II
reaksiyonu boyunca glukuronik asitle birlesir.

EtG polar, suda ¢ozlinen bir maddedir, kararhidir fakat kozmetik islemlere
hassas degildir ve dogal sag rengi ile ilgili degildir.

Hem GC/MS/MS’te hem de LC/MS/MS’te internal standart olarak ds-EtG
ile sacta EtG analizi yapilabilir.

Asirt kronik alkol tiiketimini giiclii bir sekilde dngéren sacta EtG cut-off
degeri kafa derisine 0-3 cm yakin parcada dlglilen 30 pg\mg olarak
onerilmektedir.

Kanda ve insan dokularinda farkli enzimlerle alkol tiiketiminden sonra yag
asit etil esterleri (FAEESs) olusur.

FAEE suda ¢oziilmez ve nétral pH’ da kararhidir fakat alkali pH’da sag
analizlerinde duyarhidir.

Farkli esterlerden etil myristat, etil palmitat, etil oleat ve etil stearatlardan
hesaplanabilir. Yorumlamak i¢in, bu dort esterin toplami kullanilabilir.
GC\MS ile birlestirilmis Headspace kati-faz mikroekstraksiyon ve internal
standart olarak doteryum FAEEs kullanimi sagta FAEE’ nin belirlenmesi
icin uygun bir tekniktir.
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- Asint kronik alkol tiiketimine giiclii bir sekilde dngdren sagta dort esterin
toplaminin cut-off degeri sa¢ derisine 0-3 cm’ ye yakin boliimde oSlgiilen
deger 0,5 ng\mg olarak onerilmektedir.

- FAEE kozmetik uygulamalara duyarlidir fakat onlarin birlesmesi dogal sag
rengiyle ilgili degildir.

- Hem EtG hem FAEE asir1 kronik alkol tiiketimini degerlendirmek igin
bagimsiz bir sekilde kullanilabilir. ki tarafli konfirmasyon igin ve yanlis
pozitiflik veya yanlis negatiflik disinda her iki parametrenin
degerlendirilmesi baz1 6zel olgularda kullanilabilir.

-  EtG ve FAEE belirlenmesinde farkli laboratuvarlarda analiz ve
yorumlamalarin esit standartlarda olabilmesi icin yeterlilik analizleri tavsiye
edilmistir.

- Burapor 16 Haziran 2009’ da Roma’ da diizenlenen toplantida sa¢ analizleri
dernegi tarafindan belirlenmistir ve sonraki iki yil igerisinde gbézden

gecirelecektir.

2.6. Kil analizleri

Son yillarda kil analizleri icin ¢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 karsilagilan en énemli konu uyusturucuya pasif maruz kalarak
yanlis pozitif test sonuglarinin ortaya ¢ikmasidir. Cogu laboratuvarda kil analizleri dig
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
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ajanlarla yikama; diklorometanla yikama; fosfat tamponuyla ve organik coziiciilerle
yikama olmak tizere genel olarak kategorilere ayrilmustir*®>’.

Diklorometan veya aseton gibi non-protik organik ¢oziiciiler yikama islemi
acisindan daha avantajhidir. Ciinkii kili sisirmeyerek kildan materyaller kolaylikla

ekstrakte edilebilir®®¢!.

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 ¢alismada islem 6ncesi
bilyali degirmen kullanarak kil 6rneklerini toz haline getirmistir. Toz haline gelen kil
6rneklerinin daha homojen ve daha uygun oldugunu diisiinmiislerdir®.

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 kars1 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 6zellikle

nikotin, amfetamin, esrar, antidepresan ve noroleptikler agisindan avantajhdlr65 .
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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 otiirii 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®®®,

2.6.3.3. Enzimatik parcalama

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

araciligiyla tespit edilen ilaglarda kullamilan antikorlarin denatiire oldugu diistiniliir *.

2.6.4. Ekstraksiyon

Sulu ekstraktlarda veya ¢ozeltilerde bulunan safsizliklardan dolayr direkt GC/
MS enjeksiyonu yapmak olanaksizdir. Bu amagcla 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

baslanmustir. Ayni zamanda ¢oziicii gerektirmez®"".

2.6.5. Analiz

Uyutucu-uyusturucu maddelerin toksikolojik analizi 6n izleme ve dogrulama
olmak iizere iki basamag igerir. Immunoassay islemini takiben kromatografik analiz
uygulanir. Radyoimmunassay hassas ve giivenilir bir immunolojik tekniktir. Fakat
radyoaktif olarak etiketlenmis materyallerin kullanimi1 giiven alaninin disinda
uygulanmasini Onler. Bu ylizden radyoaktif olmayan metotlar tercih edilir. Enzim
immunoassay giivenilir, ¢ok hassas, ucuz ve basit olmasindan dolay:1 alternatif bir

yontemdir. Bu analizlerde pozitif ¢ikan sonuglar gaz kromatografi/ kiitle spektrometresi
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ya da sivi kromatografi/kiitle spektrometresi gibi daha kesin bir teknikle konfirme
edilir’"".

Literatiirde sa¢ telinde bir¢ok maddenin analizinde gaz kromatografi (GC), gaz
kromatografi/kiitle spektrometresi (GC/MS), radyoimmunoassay (RIA), ince tabaka
kromatografi (TLC), siv1i kromatografi/kiitle spektrometresi (LC/MS) gibi teknikler
kullanilmustir 7.

Analitik teknolojilerin gelismesi analizlerin hassasiyetinin ve dogrulugunun
artmasin1 saglamistir. Boylece test sonuglari bilimsel olarak daha iyi anlasilip daha

kolay yorumlanmaktadir.

23



3. GEREC VE YONTEM

Bu ¢alismada etanoliin bir metaboliti olan etil glukuronitin sacta belirlenebilmesi
icin 10 goniillii kisi kullanildi. Ornekler alinmadan énce kisiler bilgilendirildi ve yas,
cinsiyet, kilo ve giinliik alkol tiiketimi gibi sorular soruldu.”! Onlardan riza formu
doldurmalari istendi.” Calisma icin Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Etik
Kurulundan onay alindi. Toplanan sa¢ oOrneklerinde etil glukuronit analizi Likit
Kromatografi- Tandem Kiitle Spektrometresi cihazi ile yapildi. Bu ¢alismanin
gerceklestirilmesi icin Cukurova Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi

biitcesinden TF2009-YL15 no’lu proje ile parasal destek alindi.

3.1. Kil Ornekleri
10 goniilli kisiden alinan sa¢ Ornekleri deriye en yakin posterior vertex
bolgesinden makasla toplandi. Alinan bu 6rnekler aliiminyum folyo ile sarilarak her

birine numara verildi. Analize kadar karanlik ortamda, oda sicakliginda saklandi.
3.2. Deneylerde Kullanilan Malzemeler

3.2.1. Kullamlan Kimyasal Maddeler
Etil Glukuronit (Medichem, Germany)
Etil Glukuronit-Ds (Medichem, Germany)
Metanol (Merck)

Asetonitril (Merck)

3.2.2. Kullanilan Arac¢ ve Gerecler
Tiipler (10 mI’lik)

Mikropipet

Pastor pipet

Enjektor

Makas

" Ek-1"de verilmistir.
“Ek-2"de verilmistir.
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Deiyonize su

Balon joje

Hassas terazi (Mettler Toledo)
Vortex (Elektromag M16)

Ultrasonikator (Bandelin Sonorex)

Filtre (Econofilter,0.45 um, Agilent)
Santrifiij (5500 devir/dk- Hettich Universal 30F)

3.3. LC-MS/MS Calisma Sartlarn
Sacta EtG belirlenmesi i¢in kromatografik analizler Agilent 6460 Triple

Quadrupole Jet Stream teknolojisine sahip s1vi kromatografi cihazi ile yapildu.

Kolon : Zorbax Hilic Plus, Rapid Resolution 4.6x50mmzx2, 3.5 um kolon

Gaz Sicaklig :350°C
Gaz Akisi 211 1/dk
Nebulizer : 50 psi

Sheath Gaz Sicaklig1 1400 °C
Sheath Gaz Akisi 211 1/dk
Kapiler Voltaj 14000 V

Etil glukuronitin tanimlanmasi i¢in MRM (Multiple Reaction Monitoring) modu

kullanildi. Etil glukuronit ve etil glukuronit-ds i¢in miktar1 belirleyici iyon m/z orani

sirasiyla 221—75 ve 226—75 olarak kullanildi. Data verileri MassHunter Workstation

yazilimi (2003-2010 versiyon, Agilent) ile verildi.

— -
s | P

Sekil 3.1. LC-MS/MS cihazi
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3.4. Kalibrasyon Egrisinin Hazirlanmasi

Kalibrasyon egrisi i¢cin hem EtG hem de Ds-EtG standartlar1 1 mg/ml’lik
konsantrasyonlarinda metanolde hazirlandi. Hazirlanan EtG c¢ozeltisinden farkl
konsantrasyonlarda 0.015, 0.025, 0.05, 0.1, 0.2, 0.5, 1, 5 ve 10 mg/I calisma ¢ozeltileri
hazirlanarak 9 kalibrasyon noktasi olusturuldu. Ds-EtG ¢alisma ¢ozeltisi ise standarttan
0.5 mg/l olarak yeniden hazirlandi. Farkli dokuz tiipe 2 ml asetonitril/su solventi, 40 pl
internal standart olarak hazirlanan EtG-Ds (0.5 mg/l), 40 pl hazirlanmis EtG caligsma
cozeltileri eklendi. 3, 5, 10, 20, 40, 100, 200, 1000 ve 2000 pg/mg olarak hazirlanan her
kalibrasyon noktasi analiz edilerek kalibrasyon egrisi ¢izilmistir. Etil glukuronit i¢in

kalibrasyon grafigi sekil 3.2°de gdsterilmistir.

Ethyl glucuronide

8 x10 1|y =0.0091 * x - 3.0212E-005
1 R"2=0.99304945

1.6
1.4+
1.2

14
0.2
0.6
0.4
0.2

04

Relative Respons:

200 400 500 B0D 1000 1200 1400 1600 1800 2000
Relative Concentration

=N

Sekil 3.2. Etil glukuronitin kalibrasyon egrisi
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3.5. Orneklerin Hazirlanmasi

3.5.1. Sa¢ orneklerinin hazirlanmasi

Analize kadar alimiinyum folyoya sarilarak oda sicakliginda bekletilen sag
ornekleri 1-2 mm boyutlarinda makasla kesildi. 200 mg sa¢ 6rnekleri 10 ml’lik cam
tiiplere tartilarak bu tiipler igerisine 2 ml asetonitril/su solventi (80:20), 40 pl internal
standart  (ds-EtG, 0.5 mg/l) eklendi. Bu soliisyon vortexle karistirthp 15 dk
ultrasonikasyonda bekletildikten sonra 3500 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Ust faz siringa
ile aliip naylon filtreden gecirildikten sonra LC-MS/MS sistemine enjekte edildi.

200 mg sag

|

2 ml asetonitril/su (80:20) eklendi

|

40 pl internal standart (0.5 mg/1) eklendi

|

Vortexle karistirildi ve 15 dk ultrasonikasyonda bekletildi

|

5dk santrifiij yapildi

l

Ust faz alinip filtreden gegirildi

|

LC-MS/MS sistemine verildi
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4. BULGULAR

Standart olarak hazirlanan 0.1 mg/l (20 pg/mg) etil glukuronitin likit
kromatografi/kiitle spektrometresi cihazinda elde edilen kromatogrami ve kromatogram

alani1 sirasiyla Sekil 4.1 ve Sekil 4.2.de gosterilmistir.

~TIC MRM (= -> =) 20 ppb std.d
2 %103

S 18
1.4+
1.2

1
0.2
0.6
0.4
0.2 4

0

165 17 175 18 185 19 185 2 205 21 215 22 225 23 235 24 245 25 255
Acguisition Time (min)

Sekil 4.1. 20 pg/mg etil glukuronit standartinin LC-MS/MS’deki kromatogrami

- MRM {221.0 = 75.0) 20 pphb =td.d
%102 2012

2.5
2.25
2_
1.757
1.54
1.254
1_
0.75
0.54
0.254

h
#
g

18 2 22 24
Aequistion Time {rmin)

Sekil 4.2. 20 pg/mg etil glukuronitin kromatograrm alani
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Hazirlanan 20 pg/mg etil glukuronit standartinda bulunan internal standart etil

glukuronit-ds’in kromatogrami Sekil 4.3.’de gosterilmistir.

- MRM (226.0 > 75.0) 20 ppb =std.d
£ 10 Y] 2013

2 124
8

14
0.8
0.6
0.4
0.2

0

18 2 22 24
Acquistion Tirma {rmin)

Sekil 4.3. 20 pg/mg standartta bulunan internal standart (EtG-ds) kromatogram

Goniillii 10 sosyal iciciden alinan sa¢ 6rneklerinde tespit edilen etil glukuronit
miktarlar1 Cizelge 4.1.°de gosterilmistir. Konsantrasyon ortalamast 7.88 pg/mg,

minimum deger 1.34, maksimum deger 33.6 olarak bulunmustur.

Cizelge 4.1. Tespit edilen etil glukuronit konsantrasyonu

Ornek EtG Giinliik
Yas Konsantrasyonu alkol alim
numarasi
(pg/mg) (g/day)
1 30 9,47 70
2 40 1,35 9
3 25 1,34 9
4 28 2,54 16
5 33 4,54 32
6 43 4,67 35,5
7 28 33,60 85
8 32 1,75 19
9 49 6,04 45
10 54 13,46 65
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Sac orneklerinde tespit edilen EtG’e ait kromatogram ve kromatogramdaki alan

Sekil 4.4.”de gosterilmistir.

- TIC MEM (™ - =) numune-10.d
2 %1024
2 3754
L] 15
3,254

3

275
2.5
225

2-

1.75
154
1.25-

14

0.75
0.5
0,25+

165 17 175 18 185 1% 18 2 205 21 215 22 225 23 275 24 245 25 255
Acquisition Time (min]
(a)

- MEM (2210 == 75.0) numune-10.d
20 2.005

Zaur

45
4.4
424

i
3.8
3.5 hme

18 2 22 24

Aegquistion Time {min)

(b)

Sekil.4.4. Toplanan sag¢ drneklerinde tespit edilen EtG pikleri (a), kromatogram (b), kromatografik alan
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5. TARTISMA

Alkol alim1 ylizyillar boyunca insanligin ilgi odagi ve sorunu olmustur. Kisilerin
gelirlerinin ve refah diizeylerinin artmasi alkole ulasmayr kolaylastirmakta ve
arttirmaktadir’®. Alkol, kétiiye kullanimi tiim diinyada “felaket” olusturacak diizeyde
etkileri olan bir durumdur. Ornegin Amerika Birlesik Devletleri'nde alkol ile iliskili
bozukluklarda yilda 14.000.000 kisi etkilenmekte ve bu etkilenmenin yillik maliyeti
yaklasik 148 milyar dolar tutmaktadir. Bu veriler alkol bagimhiliginin olusmasini
onlemek, tanimak ve tedavi etmek ile ilgili daha fazla caba gosterilmesi gerektigini
diisiindiirmektedir’”.

Bugiine kadar alkol tiiketiminden sonra idrarda, kanda ve nefeste etil alkoliin
kendisinin belirlenmesini saglayan testler uygulanmistir. Bu testler ucuz ve ¢ogu zaman
kullanish olmasina ragmen etil alkoliin alindiktan sonra hizli bir sekilde metabolize
olmast yiiziinden yetersiz kalmaktadir. Alkol kullanimin1 gésteren kanda CDT
(Carbohydrate-Deficient Transferrin), GGT (Gama Glutamil Transferaz), AST-ALT
(Aspartat Amino Transferaz-Alanin amino Transferaz) ve MCV (Mean Corpuscular
Volume) gibi diger belirleyiciler arastirilmis ancak klinik ve yasal olarak yararli
olabilmesi i¢in yeterli hassasiyet ve 6zgiinliige sahip olamamustir. Skipper ve ark.”®
giivenilir bir testte olmasi1 gereken seyin kullanimdan sonra en az birka¢ giin i¢inde
alkol tiiketimini gosterebiliyor olmasi1 olarak belirtmislerdir. Etanoliin bir metaboliti
olan EtG ise, adli ve klinik uygulamalarda alkoliin kullanim1 veya yoklugunu gostermek
i¢cin tan1 koymada onemli bir belirleyici olmaktadir. Diinya Saglik orgiitiinlin raporuna
gore giinde en az 40 g alkol alan erkekler ile en az 20 g alkol alan kadinlar agir icici
olarak belirlenmistir’”.

Calismamizin ilk basamagi EtG ‘lin sagta tespiti i¢in uygun ekstraksiyon
yonteminin belirlenmesiydi. Ornekler alkol tedavisi altindaki 20 géniillii kisiden
toplandi. Bu kisiler bilgilendirilip onlara riza formu imzalattirildi. Kisilere yas, agirlik,
giinliik alkol alimi1 ve en son ne zaman alkol aldig1 gibi sorular soruldu. Bu sekilde
kullandig1 alkol miktar1 ile sagta bulunacak EtG miktar1 arasindaki iliski belirlenmis
olacakti.

Calismamizda Sa¢ Analizleri Dernegi’nin raporunda da belirtildigi gibi ilk
olarak dekontaminasyon islemi uygulandi. Dekontaminasyon islemi iki sebeple

yapilmaktadir. IIki ter, sebum ve tozun yani sira sampuan, kil spreyi gibi kil {izerindeki
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kalmtilar cihazdaki analitik giiriiltiiniin artmasina neden olmaktadir. Ik yikama organik
bir ¢oziicii olan diklorometan ve onu takiben yine organik bir ¢dziicli olan metanolle
olmustur. Ardindan Morini ve ark.*® kullandigi yontem uygulanarak ekstraksiyon
yapildi ve LC-MS/MS sistemine verildi. Ancak uygulanan metoda gore kromatogramda
hicbir pik goriilemedi. Hazirlanan standart karisimlardaki internal standart EtG-ds’de
gozlemlenemedi. Piklerin goriilememesinin nedeni olarak EtG standartlarinin ve
internal standartin sactan uygulanan ekstraksiyon yontemi ile ayrilamadigini
gostermektedir. Ayrica EtG etil alkol metabolizmasinin ¢ok kiiciik bir kismini
olusturdugu i¢in sacta diisiik miktarlarda aradigimiz bir metabolittir. Literatiire gore
standartlarin hepsinin metanolde hazirlanmasi gerekmektedir. Bu bize etil glukuronitin
metanolde ¢oziildliiglinii gosterir. Yikama iglemi yaparken de metanol kullandigimizdan
aradigimiz maddeyi kaybetmis olma ihtimalimiz yiliksektir. Morini ve ark. yikama
islemi sirasinda EtG kaybini % 2.3 olarak belirtmigler. Bizim ¢alismamizda bu oranin
belirtilenden ¢ok daha yiiksek oldugu goriisiindeyiz.

Literatiirdeki bilgilere dayanilarak yapilan ¢alismada 100 mg sa¢ kullanildi. Bu
sa¢ Ornekleri ile yapilan analizde yukarida belirtildigi gibi EtG belirlenemedi. 100 mg
sa¢ yiiksek bir miktar oldugundan ve elimizde yeterli miktarda sa¢ olmadigindan farkl
metotlar uygulanamadi. Bu ylizden 10 goniillii sosyal iciciden tekrar sa¢ Ornegi
topland.

Calismamizin ikinci kismina yeni bir metodun uygulanmasi ile devam edildi. ilk
olarak 6rnek hazirlama sirasinda literatiirlerde goz ardi edilen EtG kaybini1 6nlemek i¢in
yikama islemi yapilmadan ekstraksiyona baslandi. Rastgele secilen 40 ppb’lik EtG
standart1 ile calisildi. Sagin tiiplerde g¢eperlere yapismasini 6nlemek ic¢in asetonitril:su
(80:20) karisimi solvent olarak kullanildi. Literatiirlerde “spike” olarak gecen iginde
sacinda bulundugu zenginlestirilmis Ornek karisiminda ultrasonikasyondan once ve
sonra EtG’de bir bozunma olmadi. Ultrasonikasyon isleminden sonra karisimdan
alian st faz baz1 safsizliklar igerir. Bu safsizliklarin kromatogramda analitik giiriiltii
yaratmamasi i¢in alinan faz filtreden gecirildi. Bunun ig¢in iist faz, PTFE
(Politetrafloroetilen) ve naylon filtrelerden gecirildi. Asetonitril solventi icin PTFE
filtrenin degil naylon filtrenin uygun oldugu ve naylon filtreden gecirilen 6rneklerin

kromatogramlarinin daha iyi pik alanlarina sahip oldugu gézlendi.

32



Ik metot ile belirlenemeyen EtG’in polar yapis1 géz Oniine almarak literatiir de
daha onceden EtG i¢in kullanilmayan farkli bir kolon kullanildi. Kullanilan kolon
yiikksek organik mobil fazli silika kolondur. Bu HILIC (Hydrophilic Interaction
Chromatography) olark bilinmektedir. Kiitle spektrometresi ile eslesmis HILIC
biyolojik materyallerde polar molekiillerin analizi i¢in 6nemlidir. Polar molekiiller ters
faz (RP) kolonlarda ¢ok sinirli alikonma zamanlarina sahiptir. Matriks etkisinden analiti
ayirmak icin ¢ok diisiik organik bilesenli ters faz HPLC mobil faz kullanilmalidir. ESI-
MS kullanildiginda ¢ok yiiksek sulu mobil faz diisiik iyonizasyon etkisine neden olur.
HILIC diger ters faz kromatografinin aksine secicilikte fark saglayan polar analitlerin
alitkonmasi i¢in kullanmiliglt bir tekniktir. HILIC te kullamilan yiiksek ugucu organik
mobil faz artan ESI-MS duyarlilig1 saglar. Ayrica HILIC kolonda analitin alikonmasi
onun polaritesiyle belirlenir®. Calijmamizda kullanilan HILIC kolon ile sag
orneklerinde diisiik miktarlardaki EtG’in bile belirlenebilmesi miimkiin olmustur.

1990’larda Sachs ve ark. EtG’in sagta analizi {izerine caligmalar1 olmasina
ragmen bu materyalin analizi ¢ok yaygin degildi ve 2000 yilina kadarda ilerleme
olmadi. 2000 yilinda Pragst ve ark. 3 agir igicinin sa¢ Orneklerinde EtG’i
belirlemislerdir. Yine 2000 yilinda Alt ve ark. alkol bagimlilig1 hikayesi oldugu bilinen
16 kisinin otopsisinden alinan sa¢ Orneklerinde EtG konsantrasyonunu 218 ve 4025
pg/mg arasinda belirlemislerdir. Tedavi altindaki alkol hastalarinda 119 ve 388 pg/mg
arasinda bulunmustur. Ancak giinde 20 g altinda alkol tiiketen sosyal igicilerin sag
orneklerinde ve ¢ocuklarin sa¢ 6rneklerinde EtG’i belirleyememislerdirls.

Janda ve ark.* 2002 yilinda 5 sosyal icicinin sa¢ ornedi ile calismislar ve
belirleme limitini 51 pg/mg olarak belirlemislerdir. Bu belirleme limiti ile dérneklerin
sadece birisinde dlgiilebilir EtG konsantrasyonu bulabilmislerdir. Yegles ve ark.** 2004
yilinda alkol bagimlisi, sosyal i¢ici, alkol kullanmayan ve alkol bagimlilig1 dykiisii olan
postmortem olgularin sa¢ Orneklerinde EtG’i incelemisler ve sosyal iciciler i¢in
belirleme limitini 2 pg/mg olarak bulmuslardir. Istatistiksel degerlere gore giinliik alkol
tilketimi ile sagta EtG konsantrasyonu arasinda pozitif bir korelasyon bulunmustur.

Yiiksek doz daha yiiksek EtG konsantrasyonuna neden olmaktadir®™

. Bu genel
korelasyona gore etil alkol tiiketimi giinde 60 g’dan az ise sosyal igici, 60-120 g
arasinda ise risk grubunda olan igici, 120 g’1n {izerinde ise asir1 alkol tiiketen ya da alkol

bagimlisi olarak adlandirilmustir®’.
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Bizim ¢alismamizda da sosyal i¢ici grubuna giren 10 bireyden sac¢ ornekleri
toplandi ve 10 6rnegin hepsinde EtG konsantrasyonu alkol kullaniminin bir géstergesi
olarak belirlenebilmistir. Yeni olusturdugumuz ydnteme gore EtG i¢in miktarlandirma
limiti (LOQ) 0.18 pg/mg, belirleme limiti (LOD) 0.05 pg/mg olarak bulunmustur.
Hesapladigimiz limit degerler literatiirdeki degerlerin altinda degerlerdir ve bu
yontemimizin ¢ok 1iyi calistigini, sosyal icicilerde bile yiiksek duyarlilikta ve
hassasiyette EtG’1 belirleyebilecegimizi gostermektedir.

Sa¢ orneklerinde EtG konsantrasyonlar1 1.34 ile 33.60 pg/mg degerleri arasinda
bulundu. Bu 6rneklerin ortak ozellikleri bagimlilik derecesinde olmayip hergiin alkol
kullanmalaridir. Diisiik miktarda EtG bulunanlarla yliksek miktarda EtG bulunanlar
arasindaki fark giinliik tiikettikleri alkol miktaridir. Cilinkii EtG sa¢ konsantrasyonu ile
giinliik etil alkol alimi1 arasinda bir korelasyon bulunmaktadir.

Waurst ve ark.”” GC/MS metodunu kullanarak kan alkol konsantrasyonu ortalama
183 mg/dl olan alkol kullanan kisilerin idrarlarinda EtG’i belirlemislerdir. Bu metotta
internal standart olarak t-biitil glukuroniti kullanmislardir. Bundan sonraki yillarda “son
altin standart” olarak adlandirilan déteryum isaretli etil glukuronit (EtG-ds) internal
standart olarak uygun bulunmustur. Bizim ¢alismamizda da internal standart olarak
kimyasal ve fiziksel 6zelliklerinin uygunlugu nedeniyle EtG-ds kullanilmistir.

Sag testlerinin amaci siipheli alkol kullanimini kanitlamak ve dnceden alkol
bagimlis1 oldugu bilinen kisilerde alkol tiiketimi olup almadigini kontrol etmektir.
Sosyal igiciler ile alkol bagimlilig1 arasindaki fark etil glukuronitin cut-off degerlerine
baglidir. Farkli laboratuvarlar tarafindan farkli yorumlarin yapilmamas: i¢in Sag
Analizleri Dernegi’nin 2009 raporuna gore sagta EtG cut-off degeri 30 pg/mg olarak
belirlenmistir. Bu degerin iizerindeki konsantrasyonlar giiclii bir sekilde asir1 alkol
tiiketimini hatta alkol bagimliligin1 géstermektedir.

Appenzeller ve ark.*® giinde 60 g’dan daha fazla alkol tiiketen bireyleri agir igici
olarak nitelendirmisler ve agir iciciler i¢in 23 pg/mg cut-off degerini onermislerdir.
Pragst ve Yegles® 25 pg/mg cut-off degerini, Bendroth ve ark.’ ise post-mortem
orneklerde karaciger histolojisine bagli olarak alkol bagimlilig1 tanisinin konmasi igin
30 pg/mg cut-off degerini kullanmiglardir. Literatiirde alkol bagimlilar1 gibi asir1 alkol
tilkketen kisilerin sa¢ Orneklerinde ¢alisilmis ve EtG yiiksek konsantrasyonlarda

belirlenebilmistir. Calismamizda 30 pg/mg’in iizerinde olan bir 6rnek bulunmustur.

34



Diger degerler Sa¢ Analizleri Dernegi’nin raporuna gore belirlenen cut-off degerinin
altindadir. Bu bize sa¢ drneklerinin alindig: kisilerin alkol bagimlis1 olmadiklarini net
bir sekilde gostermektedir. Caligmadan beklenilen zaten daha diisiik miktarlarda da
EtG’1 sacgta belirleyebilmektir. Olusturulan yontem ve daha once EtG analizi igin
kullanilmamis HILIC kolon ile sosyal igici grubunun sa¢ Orneklerinde ¢ok diisiik
miktarlardaki EtG tespit edilebilmistir.

EtG’in biyolojik 6rneklerde tespiti ile ilgili tilkemizde yapilan tek calisma Keten
ve ark.’nn® 2009 yilinda yaptigi calismadir. Keten ve arkadaslari postmortem
orneklerde alkol tliketiminin belirlenmesi i¢in serebrospinal sivi ve kanin aksine,
oldukca kararli bir materyal olan vitrdoz sivida etil glukuroniti belirlemislerdir. Vitroz
stv1 postmortem Orneklerde alkol alimini gostermek i¢in kan ve idrara gore alinmasi
daha kolay oldugundan alternatif bir 6rnek olarak kullanilabilir. Ancak alkol aldigindan
siiphenilen yasayan kisilerde etil alkole gore yarilanma 6mrii daha uzun olan EtG’in
belirlenmesi 6nem kazanmaktadir. Bizim c¢alismamizda da kan ve idrara gore
toplanmasi daha kolay, invaziv olmayan bir yontemle alinan sa¢ 6rneklerinde etil alkol

metaboliti olan EtG yiiksek duyarlilikla belirlenebilmistir.
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10.

11.

12.

6. SONUC VE ONERILER

. Bu ¢alismada giinde 60 g’dan az alkol tiiketen 10 goniillii kisiden alinan sag

orneklerinde etil glukuronitin (EtG) tespiti ¢alisilmistir.
Sa¢ Orneklerinde EtG analizinin yapilabilmesi igin yiiksek duyarlilikta Likit
Kromatogarfi- Tandem Kiitle Spektrometresi (LC-MS/MS) cihazi kullanilmistir.

. Sacta EtG tespiti i¢in yeni bir analiz metodu gelistirildi ve onceki ¢alismalarda

EtG analizi i¢in kullanilmayan HILIC kolon kullanilmistir.
Yeni olusturdugumuz yontemde EtG icin miktarlandirma limiti (LOQ) 0.18
pg/mg, dedeksiyon limiti (LOD) 0.05 pg/mg olarak bulunmustur.

. Analizler sonucunda tim sa¢ Orneklerinde EtG konsantrasyonu yiiksek

duyarlhilikta ve hassasiyette alkol kullanimimnin bir belirleyicisi olarak
belirlenebilmistir.

Sac orneklerinde belirlenen EtG konsantrasyonlarindan biri hari¢ diger
konsantrasyonlarin hepsi Sa¢ Analizleri Dernegi’nin 6nerdigi 30 pg/mg cut-off
degerinin altindadir. Yani c¢alisma grubumuz olan sosyal igicilerin EtG
konsantrasyonlarini gdstermektedir.

Giinliik alkol alimu ile tespit edilen EtG konsantrasyonu arasinda bir korelasyon
oldugu gosterilmistir.

Su ana kadar sacta alkol kullaniminin tespitine yonelik EtG’in sacta belirlenmesi
ile ilgili bilimsel bir ¢aligma iilkemizde yapilmamistir.

Bu calisma alkol kullandigindan siiphelenilen kisilerde dogru, gergekci ve
karsilastirilabilir bir taninin konulmasini saglayacak ¢alismalara veri tabani
olusturacaktir.

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

Adli tibbi incelemelerde, postmortem kanda tespit edilen alkoliin antemortem
alim nedeniyle mi yoksa postmortem sentezle mi olustugu arasindaki ayirimi
yapmak amaci ile EtG ¢ok uygun bir 6rnek olmaktadir.

Calismanin yapilmast sirasinda kazanilan bilgi ve deneyimlerin daha sonra

makro diizeydeki projelerde rahatlikla kullanilmas: miimkiin olacaktir.
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EKLER

EK-1

BiLGILENDIRME FORMU

Bu ¢alismanin amaci, alkol kullanan bireylerden alinan biyolojik 6rneklerde etil
alkol metaboliti olan etil glukuronit miktarinin tespit edilmesidir.

Bu amagla bireylerden 300 mg sa¢ Ornekleri alinarak uygun ekstraksiyon
yontemleri ile analiz edilecektir. Elde edilen sonuglar Adli Tip Anabilim Dali’nca
yapilacak calismalarda kisilerin ad, soyad veya onlarin tanitict herhangi bir isaret
belirtilmeden veri olarak kullanilabilicektir. Sonuglar c¢alismaya katilan kisilere
istedikleri takdirde yazili olarak bildirilecektir.

Ornek alma islemi &ncesi bu galismaya onay verdiginize dair riza formunu

imzalamaniz gerekmektedir.

RIZA FORMU

Asagida imzas1 olan ben yukarida belirtilen ¢alisma hakkinda tam olarak bilgi

aldim. Bu ¢alisma i¢in 300 mg sa¢ 6rnegi alinmasina onay vermekteyim.

Onay Veren

Bilgi I¢in:
C.U. Tip Fak. Adli Tip ABD
TIf: 322 3386060/3429
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EK-2

ANKET FORMU

Ornek

Yas Kilo Giinliik alkol alimi1
numarasi

10
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	fadiletez
	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. Toks
	. Rönesans devri bilginlerinden olan Paracelsus (M.S. 1493-1541), bilim ve felsefe arasında yer alan bir ekolün temsilcisiydi. O zamanki birçok görüş bugünkü toksikoloji disiplininin konularına girmektedir. “Bütün maddeler zehirdir, zehir olmayan hiçbir m
	. Adli Bilimler, en genel anlam ile bilimin yasalara uygulanmasıdır. Geniş anlamda adli bilimler; adli tıp, adli patoloji, adli toksikoloji, adli seroloji, adli odontoloji, adli antropoloji, adli kimya ve kriminalistik gibi pek çok bilim alanını içerir. A
	. Adli bilimler içerisinde yer alan adli toksikoloji, kimyasal maddelerin insanlar üzerindeki zararlı etkilerinin teşhis ve tedavisi ile uğraşır, zehirlenmeleri adli tıp açısından inceler. Zehirlenmenin (kaza veya kasıtlı), hukuksal açıdan değerlendirilme
	.
	1
	Alkol ülkemizde kullanımı gittikçe yaygınlaşan maddelerden biridir. Alkolün; trafik kazaları, yaralama-yaralanma,  doğal ölümler ve diğer adli olgularda tetikleyici ya da kolaylaştırıcı bir faktör olduğu bilinen bir gerçektir. Alkolizm olarak adlandırılan
	2
	Alkol, Arapça kökenli bir kelime olup ince öğütülmüş pudra haline getirilmiş toz ya da göze çekilen sürme anlamına gelen “kuhl” kelimesinden (al-kohl al-kuhl) kaynaklanmaktadır. Ele gelmezliği, hafifliği ifade etmek üzere alkollü içecekler için kullanılmı
	.
	Alkoller kimyasal olarak diğer üç bağı dolu olan bir karbon atomuna hidroksil (OH) bağlanmasıyla oluşan C
	+OH formülü ile belirtilen bileşiklerdir. Genellikle ne asit ne baz özelliği gösteren nötr maddelerdir. Etil alkol, kimyasal formülü CH
	H
	CH
	OH; renksiz, uçucu, yanıcı ve kendine özgü kokusu olan bir sıvıdır. Kaynama noktası 78°C, erime noktası 117,3°C, yoğunluğu 0,789 g/cm
	, molekül ağırlığı 46 g/mol, alev alma noktası 12°C’dir. Hububat alkolü, şarap ruhu, kolonya ruhu etil alkolün (etanol) sinonimlerdir. Etil alkol endüstride 300’den fazla işyerinde kullanılır. Çözücü özelliğinden başka birçok kimyasal maddenin antifriz ma
	.
	3
	Etil alkol içeren içeceklere alkollü içecekler denir. Etil alkol başlıca 2 yoldan elde edilebilir:
	Başlıca yaş veya kuru meyve ve tahılların içinde bulunan şekerler ile polisakkaritlerin maya mantarları tarafından fermantasyonu ile elde edilir. Fermantasyon ortamında alkol konsantrasyonu % 15-17’ye eriştiğinde, yüksek alkol düzeyi mantarları öldürdüğün
	Fermantasyon sonucu elde edilen ve sudan daha küçük kaynama noktasına sahip bulunan etil alkolün uçurularak sudan ayrılması ve toplanması esasına dayanır. Rakı, votka, cin, viski, kanyak distilasyon yolu ile elde edilen içki örnekleridir. Fermantasyon yol
	.
	Etil alkolün vücuda alınım yolu sıklıkla oral olmakla birlikte, intravenöz yöntemde olabilmektedir. Dermal ve inhalasyon yoluyla alınım nadirdir. Oral alınım sonrası alkol özafagustan hızlıca mideye geçer. Alkolün emilimi % 20 oranında mide, % 80 oranında
	. Mide boşken tek bir doz alkol alımını takiben 1 saat içinde kan alkol düzeyi en yüksek düzeydedir. Sosyal içicilerde olduğu üzere saatler boyunca birden fazla alkol
	4
	alımı olduğu durumlarda, son alkol alımından sonraki yarım saatte kan alkol düzeyi en yüksek noktaya ulaşır. Kronik alkol içiciler diğer içicilere göre akolü daha hızlı metabolize ederler. İçilen alkolün yaklaşık % 90’ı karaciğerde metabolize olurken, % 1
	. Etil alkol klinikte MSS depresanı olarak etki eder. Ancak düşük dozlarda ilk olarak inhibitör merkezler etkilendiğinden stimülan etki oluşur. Alkol entoksikasyonundaki kişi baş dönmesi, bulantı, kusma, konuşma güçlüğü, terleme, sıkıntı hissi, yürüme boz
	. Organizmada çabuk dağılıma uğrayan etil alkol denge halinde iken, vücut sıvıları ve solunum havasındaki dağılım oranları Çizelge 2.1’de gösterilmiştir
	.
	Kan 1.0 Serum 1.16 İdrar 1.25 Tükrük 1.20 Omurilik sıvısı 1.14 Alveol havası 1/2100
	5
	Alkolün karaciğere olan toksik etkisinin doğrudan metabolizması ile ilgili olduğu gösterilmiştir. Bu nedenle alkol metabolizmasında rol alan enzimlerle ilgili çalışmalar ve tartışmalar önem kazanmıştır. Alkolün biyotransformasyonunda ilk basamak asetaldeh
	.
	6
	Etil glukuronit etanol metabolizmasına bağlı direk bir metabolittir. EtG, UDP-glukuronosil transferaz enzimin katalizlediği glukuronik asit ile etanolün konjugasyonundan oluşmaktadır
	(Şekil 2.2). Alınan alkolün yaklaşık % 0.02-0.06’sı EtG’e metabolize olmaktadır
	H
	. Moleküler formülü C
	O
	, molekül ağırlığı 222 g/mol ve erime noktası yaklaşık 150 ºC’dir
	. EtG uçucu olmayan, suda çözülebilen, vücut sıvılarında ve dokularında (postmortem örneklerde bile), kanda, idrarda ve saçta belirlenebilen bir metabolittir
	.
	7
	EtG kan alkol konsantrasyonuna bağlı olarak alkolden 2-3 saat sonra kanda ortaya çıkmaya başlamaktadır. EtG’in kanda yarılanma ömrü 2-3 saat olarak belirlenmiştir
	. Etil alkol vücuttan tamamen elimine edildikten sonra 18 saate kadar kanda, 80 saate kadar idrarda belirlenebilmektedir. Diğer birçok madde gibi, etanolün bu direk metaboliti saçta birikebilmektedir. Alkol kullanımının bir belirleyici olan EtG’in saçta b
	. Böylece standart analizlerle belirlenemeyen alkol kullanımını göstermek için duyarlı ve özgün bir belirleyeci olan EtG önemli bir spektrum sağlamaktadır
	.
	Nefes, idrar ve terlemeile degismeden
	<%5
	<%0,1
	H
	O-SO
	C
	HEtilsülfat(EtS)>%95
	CH
	CH
	OH
	Etanol
	Alkol ve AldehitDehidrogenaz
	Etilglukuronit(EtG)
	CHO CH
	CH
	COOHAsetaldehit Asetikasit
	Etil alkolle zehirlenme daha çok alkollü içki alınması ile olmaktadır. Oral yolla fatal doz 250-500 g arasında verilmektedir. Ancak fatal ve akut toksik doz, alınan içkinin cinsi, biyolojik, genetik, çevresel etkiler ve bireysel faktörlere göre değişmekte
	.
	8
	Kan alkol düzeyindeki 1 saatlik düşüş ortalama erkeklerde 18 mg/100 ml, kadınlarda 15 mg/100 ml olmak üzere her iki cinste 10-25 mg/100 ml arasında değişmektedir. Örneğin, yetişkin bir erkekte bir trafik kazasından 4 saat sonra kan alkol değeri 40 mg/100 
	. Etil alkol potent bir merkezi sinir sistemi depresanıdır. Etil alkol, alınan alkol miktarına bağlı olarak MSS’yi korteksten medullaya kadar etkiler. Alkolün etkisi, alkollü içkiyi alma hızı, miktarı, içki sıcaklığı, kişinin tokluğu, beraberinde alınan b
	Kandaki etil alkol miktarı %25 mg’dan aşağı olduğunda kişi çok hafif olarak etkilenir.
	Kandaki etil alkol miktarı %25-100 mg arasında ise beyin korteksi depresyona uğrar. Motor ve psişik aktivite artar. Kişi hareketlidir, çok konuşur, güler ve öfoli hali görülür. Ancak hareketlerdeki koordinasyon ve fikirlerdeki bağlılık bozulur.
	Kandaki etil alkol miktarı %100-200 mg arasında olduğunda, kişinin alkol aldığı anlaşılır. Koordinasyon bozukluğu, konuşmada dil dolaşması gözlenir.
	Kandaki alkol miktarı %200-300 mg arasında olduğunda, bilinç kaybolur. Görme bozulur, solunum ve nabız hızlanır, his kaybolur. Musküler inkoordinasyon dikkati çeker. Kişi sendeleyerek yürür. Kusma ve hıçkırık görülebilir.
	Kandaki alkol konsantrasyonu %300-500 mg arasında his yoktur, bulanık ve çift görülür, ciddi zehirlenme belirtileri ortaya çıkar.
	Kandaki etil alkol miktarı %500 mg üstünde olduğunda solunum yavaşlar. Her an solunum felci beklenir. Refleksler azalır, his kaybolur, koma ve ölüm bu konsantrasyonlar da kesindir.
	9
	Alkol MSS üzerindeki etkisi dışında, koroner ve cilt damarlarını genişletir, serebrospinal sıvı sekresyonunu artırıcı ve basıncını yükseltici etkisi vardır. Solunum sistemini (düşük miktarlarda) hızlandırdığı halde, ağır zehirlenmelerde aksine deprese ede
	.
	Alkol, psişik ve fiziksel bağımlılık oluşturan ve böylece kişiyi kompülsif olarak alkol içmeye sevkedebilen bir maddedir. Alkol bağımlılığı, diğer bazı ilaç bağımlılığı durumlarında olduğu gibi kendini psikotik belirtilerle gösterir. Alkole fiziksel bağım
	10
	duruma gelene kadar içerler. Alkole psişik bağımlılıkları, ilk tipin aksine belirgin değildir. İçme krizi esnasında olaya ve şiddete sıklıkla neden olurlar. Alkol kullandıkları için suçluluk veya korku duymazlar. Antisosyal kişilik yapısına sahiptirler, a
	.
	Son yıllarda alkol ve uyuşturucu madde kullanımındaki artışa bağlı olarak klinik kimya, adli ve klinik toksikoloji alanlarında alkol ve 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-
	11
	invazivdir. Kıl sert ve dayanıklı yapısından dolayı spesifik ön hazırlıklar olmadan kolayca taşınabilir ve saklanabilir
	.
	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, geri
	12
	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
	13
	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 beş milyon kıl folikülü olduğu tahmin edilmektedir. Bunun bir milyonu baştadır. Kıl sürekli olarak büyümez. Büyüme ve dinlenme dönemleri halinde büyür. Kıl anagen faz (büyüme), catagen faz (geçiş) ve telogen faz (dinle
	14
	sırasıyla, birkaç hafta ve 4-6 aydır. Saç genelde bir ayda 0.6 cm ile 1.4 cm arasında uzar. Anagen ve telogen safhalarındaki oran yani kılın uzama hızı ırka, cinsiyete, yaşa ve kişinin sağlık durumuna bağlı olarak değişir. Tüm kılların farklı hızlarda uza
	.
	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
	15
	1993 yılında Sachs ilk olarak saçta etil glukuroniti (EtG) belirlemiştir. Zaman içerisinde dedeksiyon limit değeri ve miktarsal belirleme limit değeri gibi analitik metotlar geliştirilmiştir. 1994 yılında Aderjan GC/MS/EI metodunu kullanarak, 2001 yılında
	. Günümüzde ise kütle spektrometresiyle birleşmiş olan gaz kromatografi kıl analizleri için seçilen bir yöntemdir. Bu teknoloji rutin olarak adli bilimler, uygulamalı tıp, klinik toksikoloji ve son zamanlarda spor alanında yinelenen alkol ve uyuşturucu ma
	.
	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 
	.
	16
	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
	17
	ağını stabilize ederler. Bu nedenle büyüyen kıl hücrelerine giren maddenin sıkıca bağ yapma olasılığı bulunmaktadır
	.
	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 örneklene
	Kullanılacak örnek hacmi laboratuvarlar arasında değişir. Analiz edilen maddeye ve testin yöntemine bağlıdır. Literatürde kaydedilen numune miktarı tek bir saç telinden 200 mg kadardır ve alınacak saç olabildiği kadar kafatasına yakın kesilmelidir. Toplan
	.
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	Kronik alkol tüketimi için saç analizleri üzerine 2009 yılında Saç Analizleri Derneği tarafından benimsenen bir rapor hazırlanmıştır
	. Bu rapora göre; - Alkol birçok ülkede yasal bir bileşiktir ve diğer maddelerle kıyaslandığında daha yüksek miktarlarda tüketilir ve nüfusun büyük çoğunluğu tarafından kullanılır. Diğer maddelerle karşılaştırıldığında saç analiziyle kronik alkol tüketimi
	-EtG ile saçta EtG analizi yapılabilir. - Aşırı kronik alkol tüketimini güçlü bir şekilde öngören saçta EtG cut-off değeri kafa derisine 0-3 cm yakın parçada ölçülen 30 pg\mg olarak önerilmektedir. - Kanda ve insan dokularında farklı enzimlerle alkol tüke
	19
	- Aşırı kronik alkol tüketimine güçlü bir şekilde öngören saçta dört esterin toplamının cut-off değeri saç derisine 0-3 cm’ ye yakın bölümde ölçülen değer 0,5 ng\mg olarak önerilmektedir. - FAEE kozmetik uygulamalara duyarlıdır fakat onların birleşmesi do
	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
	20
	ajanlarla yıkama; diklorometanla yıkama; fosfat tamponuyla ve organik çözücülerle yıkama olmak üzere genel olarak kategorilere ayrılmıştır
	. Diklorometan veya aseton gibi non-protik organik çözücüler yıkama işlemi açısından daha avantajlıdır. Çünkü kılı şişirmeyerek kıldan materyaller kolaylıkla ekstrakte edilebilir
	.
	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 bilyalı değirm
	. 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
	.
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	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
	.
	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 
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	ya da sıvı kromatografi/kütle spektrometresi gibi daha kesin bir teknikle konfirme edilir
	.Literatürde saç telinde birçok maddenin analizinde gaz kromatografi (GC), gaz kromatografi/kütle spektrometresi (GC/MS), radyoimmunoassay (RIA), ince tabaka kromatografi (TLC), sıvı kromatografi/kütle spektrometresi (LC/MS) gibi teknikler kullanılmıştır
	.Analitik teknolojilerin gelişmesi analizlerin hassasiyetinin ve doğruluğunun artmasını sağlamıştır. Böylece test sonuçları bilimsel olarak daha iyi anlaşılıp daha kolay yorumlanmaktadır.
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	Bu çalışmada etanolün bir metaboliti olan etil glukuronitin saçta belirlenebilmesi için 10 gönüllü kişi kullanıldı. Örnekler alınmadan önce kişiler bilgilendirildi ve yaş, cinsiyet, kilo ve günlük alkol tüketimi gibi sorular soruldu.
	Onlardan rıza formu doldurmaları istendi.
	Çalışma için Çukurova Üniversitesi Tıp Fakültesi Etik Kurulundan onay alındı. Toplanan saç örneklerinde etil glukuronit analizi Likit Kromatografi- Tandem Kütle Spektrometresi cihazı ile yapıldı. Bu çalışmanın gerçekleştirilmesi için Çukurova Üniversitesi
	10 gönüllü kişiden alınan saç örnekleri deriye en yakın posterior vertex bölgesinden makasla toplandı. Alınan bu örnekler alüminyum folyo ile sarılarak her birine numara verildi. Analize kadar karanlık ortamda, oda sıcaklığında saklandı.
	Etil Glukuronit (Medichem, Germany) Etil Glukuronit-D
	(Medichem, Germany) Metanol (Merck) Asetonitril (Merck)
	Tüpler (10 ml’lik) Mikropipet Pastör pipet Enjektör Makas
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	Deiyonize su Balon joje Hassas terazi (Mettler Toledo) Vortex (Elektromag M16) Ultrasonikatör (Bandelin Sonorex) Filtre (Econofilter,0.45 µm, Agilent) Santrifüj (5500 devir/dk- Hettich Universal 30F)
	Saçta EtG belirlenmesi için kromatografik analizler Agilent 6460 Triple Quadrupole Jet Stream teknolojisine sahip sıvı kromatografi cihazı ile yapıldı. - Kolon : Zorbax Hilic Plus, Rapid Resolution 4.6x50mmx2, 3.5 µm kolon - Gaz Sıcaklığı  : 350 ºC - Gaz 
	için miktarı belirleyici iyon m/z oranı sırasıyla 221→75 ve 226→75 olarak kullanıldı. Data verileri MassHunter Workstation yazılımı (2003-2010 versiyon, Agilent) ile verildi.
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	Kalibrasyon eğrisi için hem EtG hem de D
	-EtG standartları 1 mg/ml’lik konsantrasyonlarında metanolde hazırlandı. Hazırlanan EtG çözeltisinden farklı konsantrasyonlarda 0.015, 0.025, 0.05, 0.1, 0.2, 0.5, 1, 5 ve 10 mg/l çalışma çözeltileri hazırlanarak 9 kalibrasyon noktası oluşturuldu. D
	-EtG çalışma çözeltisi ise standarttan 0.5 mg/l olarak yeniden hazırlandı. Farklı dokuz tüpe 2 ml asetonitril/su solventi, 40 µl internal standart olarak hazırlanan EtG-D
	(0.5 mg/l), 40 µl hazırlanmış EtG çalışma çözeltileri eklendi. 3, 5, 10, 20, 40, 100, 200, 1000 ve 2000 pg/mg olarak hazırlanan her kalibrasyon noktası analiz edilerek kalibrasyon eğrisi çizilmiştir. Etil glukuronit için kalibrasyon grafiği şekil 3.2’de g
	26
	Analize kadar alimünyum folyoya sarılarak oda sıcaklığında bekletilen saç örnekleri 1-2 mm boyutlarında makasla kesildi. 200 mg saç örnekleri 10 ml’lik cam tüplere tartılarak bu tüpler içerisine 2 ml asetonitril/su solventi (80:20), 40 µl internal standar
	-EtG, 0.5 mg/l) eklendi. Bu solüsyon vortexle karıştırılıp 15 dk ultrasonikasyonda bekletildikten sonra 3500 rpm’de 5 dk santrifüj edildi. Üst faz şırınga ile alınıp naylon filtreden geçirildikten sonra LC-MS/MS sistemine enjekte edildi. 200 mg saç
	2 ml asetonitril/su (80:20) eklendi
	40 µl internal standart (0.5 mg/l) eklendi
	Vortexle karıştırıldı ve 15 dk ultrasonikasyonda bekletildi
	5dk santrifüj yapıldı
	Üst faz alınıp filtreden geçirildi
	LC-MS/MS sistemine verildi
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	Standart olarak hazırlanan 0.1 mg/l (20 pg/mg) etil glukuronitin likit kromatografi/kütle spektrometresi cihazında elde edilen kromatogramı ve kromatogram alanı sırasıyla Şekil 4.1 ve Şekil 4.2.’de gösterilmiştir.
	28
	Hazırlanan 20 pg/mg etil glukuronit standartında bulunan internal standart etil glukuronit-d
	’in kromatogramı Şekil 4.3.’de gösterilmiştir.
	Gönüllü 10 sosyal içiciden alınan saç örneklerinde tespit edilen etil glukuronit miktarları Çizelge 4.1.’de gösterilmiştir. Konsantrasyon ortalaması 7.88 pg/mg, minimum değer 1.34, maksimum değer 33.6 olarak bulunmuştur.
	29
	Saç örneklerinde tespit edilen EtG’e ait kromatogram ve kromatogramdaki alan Şekil 4.4.’de gösterilmiştir.
	(a)
	(b)
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	Alkol alımı yüzyıllar boyunca insanlığın ilgi odağı ve sorunu olmuştur. Kişilerin gelirlerinin ve refah düzeylerinin artması alkole ulaşmayı kolaylaştırmakta ve arttırmaktadır
	. Alkol, kötüye kullanımı tüm dünyada “felaket” oluşturacak düzeyde etkileri olan bir durumdur. Örneğin Amerika Birleşik Devletleri’nde alkol ile ilişkili bozukluklarda yılda 14.000.000 kişi etkilenmekte ve bu etkilenmenin yıllık maliyeti yaklaşık 148 mil
	. Bugüne kadar alkol tüketiminden sonra idrarda, kanda ve nefeste etil alkolün kendisinin belirlenmesini sağlayan testler uygulanmıştır. Bu testler ucuz ve çoğu zaman kullanışlı olmasına rağmen etil alkolün alındıktan sonra hızlı bir şekilde metabolize ol
	güvenilir bir testte olması gereken şeyin kullanımdan sonra en az birkaç gün içinde alkol tüketimini gösterebiliyor olması olarak belirtmişlerdir. Etanolün bir metaboliti olan EtG ise, adli ve klinik uygulamalarda alkolün kullanımı veya yokluğunu gösterme
	.Çalışmamızın ilk basamağı EtG ‘ün saçta tespiti için uygun ekstraksiyon yönteminin belirlenmesiydi. Örnekler alkol tedavisi altındaki 20 gönüllü kişiden toplandı. Bu kişiler bilgilendirilip onlara rıza formu imzalattırıldı. Kişilere yaş, ağırlık, günlük 
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	kalıntılar cihazdaki analitik gürültünün artmasına neden olmaktadır. İlk yıkama organik bir çözücü olan diklorometan ve onu takiben yine organik bir çözücü olan metanolle olmuştur. Ardından Morini ve ark.
	kullandığı yöntem uygulanarak ekstraksiyon yapıldı ve LC-MS/MS sistemine verildi. Ancak uygulanan metoda göre kromatogramda hiçbir pik görülemedi. Hazırlanan standart karışımlardaki internal standart EtG-d
	’de gözlemlenemedi. Piklerin görülememesinin nedeni olarak EtG standartlarının ve internal standartın saçtan uygulanan ekstraksiyon yöntemi ile ayrılamadığını göstermektedir. Ayrıca EtG etil alkol metabolizmasının çok küçük bir kısmını oluşturduğu için sa
	32
	İlk metot ile belirlenemeyen EtG’in polar yapısı göz önüne alınarak literatür de daha önceden EtG için kullanılmayan farklı bir kolon kullanıldı. Kullanılan kolon yüksek organik mobil fazlı silika kolondur. Bu HILIC (Hydrophilic Interaction Chromatography
	. Çalışmamızda kullanılan HILIC kolon ile saç örneklerinde düşük miktarlardaki EtG’in bile belirlenebilmesi mümkün olmuştur. 1990’larda Sachs ve ark. EtG’in saçta analizi üzerine çalışmaları olmasına rağmen bu materyalin analizi çok yaygın değildi ve 2000
	.Janda ve ark.
	2002 yılında 5 sosyal içicinin saç örneği ile çalışmışlar ve belirleme limitini 51 pg/mg olarak belirlemişlerdir. Bu belirleme limiti ile örneklerin sadece birisinde ölçülebilir EtG konsantrasyonu bulabilmişlerdir. Yegles ve ark.
	2004 yılında alkol bağımlısı, sosyal içici, alkol kullanmayan ve alkol bağımlılığı öyküsü olan postmortem olguların saç örneklerinde EtG’i incelemişler ve sosyal içiciler için belirleme limitini 2 pg/mg olarak bulmuşlardır. İstatistiksel değerlere göre gü
	. Bu genel korelasyona göre etil alkol tüketimi günde 60 g’dan az ise sosyal içici, 60-120 g arasında ise risk grubunda olan içici, 120 g’ın üzerinde ise aşırı alkol tüketen ya da alkol bağımlısı olarak adlandırılmıştır
	.
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	Bizim çalışmamızda da sosyal içici grubuna giren 10 bireyden saç örnekleri toplandı ve 10 örneğin hepsinde EtG konsantrasyonu alkol kullanımının bir göstergesi olarak belirlenebilmiştir. Yeni oluşturduğumuz yönteme göre EtG için miktarlandırma limiti (LOQ
	GC/MS metodunu kullanarak kan alkol konsantrasyonu ortalama 183 mg/dl olan alkol kullanan kişilerin idrarlarında EtG’i belirlemişlerdir. Bu metotta internal standart olarak t-bütil glukuroniti kullanmışlardır. Bundan sonraki yıllarda “son altın standart” 
	) internal standart olarak uygun bulunmuştur. Bizim çalışmamızda da internal standart olarak kimyasal ve fiziksel özelliklerinin uygunluğu nedeniyle EtG-d
	kullanılmıştır. Saç testlerinin amacı şüpheli alkol kullanımını kanıtlamak ve önceden alkol bağımlısı olduğu bilinen kişilerde alkol tüketimi olup almadığını kontrol etmektir. Sosyal içiciler ile alkol bağımlılığı arasındaki fark etil glukuronitin cut-off
	günde 60 g’dan daha fazla alkol tüketen bireyleri ağır içici olarak nitelendirmişler ve ağır içiciler için 23 pg/mg cut-off değerini önermişlerdir. Pragst ve Yegles
	25 pg/mg cut-off değerini, Bendroth ve ark.
	ise post-mortem örneklerde karaciğer histolojisine bağlı olarak alkol bağımlılığı tanısının konması için 30 pg/mg cut-off değerini kullanmışlardır. Literatürde alkol bağımlıları gibi aşırı alkol tüketen kişilerin saç örneklerinde çalışılmış ve EtG yüksek 
	34
	Diğer değerler Saç Analizleri Derneği’nin raporuna göre belirlenen cut-off değerinin altındadır. Bu bize saç örneklerinin alındığı kişilerin alkol bağımlısı olmadıklarını net bir şekilde göstermektedir. Çalışmadan beklenilen zaten daha düşük miktarlarda d
	2009 yılında yaptığı çalışmadır. Keten ve arkadaşları postmortem örneklerde alkol tüketiminin belirlenmesi için serebrospinal sıvı ve kanın aksine, oldukça kararlı bir materyal olan vitröz sıvıda etil glukuroniti belirlemişlerdir. Vitröz sıvı postmortem ö
	35
	1. Bu çalışmada günde 60 g’dan az alkol tüketen 10 gönüllü kişiden alınan saç örneklerinde etil glukuronitin (EtG) tespiti çalışılmıştır. 2. Saç örneklerinde EtG analizinin yapılabilmesi için yüksek duyarlılıkta Likit Kromatogarfi- Tandem Kütle Spektromet
	36
	37
	38
	39
	40
	41
	42
	Bu çalışmanın amacı, alkol kullanan bireylerden alınan biyolojik örneklerde etil alkol metaboliti olan etil glukuronit miktarının tespit edilmesidir. Bu amaçla bireylerden 300 mg saç örnekleri alınarak uygun ekstraksiyon yöntemleri ile analiz edilecektir.
	Aşağıda imzası olan ben yukarıda belirtilen çalışma hakkında tam olarak bilgi aldım. Bu çalışma için 300 mg saç örneği alınmasına onay vermekteyim.
	Onay Veren
	Bilgi İçin: Ç.Ü. Tıp Fak. Adli Tıp ABD Tlf: 322 3386060/3429
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	Örnek numarası Yaş Kilo Günlük alkol alımı
	1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
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